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RÉSUMÉ 
Identification de rétropseudogènes dérivés des ARNs hY et étude de leur fonction 
dans l'épissage alternatif chez l'humain et Recherche d'un homologue de la 
protéine RoBPl chez la levure Saccharomyces cerevisiae 
Par Jean-François Noël 
Département de Microbiologie et Infectiologie, Université de Sherbrooke. 
Mémoire présenté à la Faculté de Médecine en vue de l'obtention du grade de 
maître ès sciences (M.Sc.) en Microbiologie le 13 juin 2006. 
Les ribonucléoprotéines Ro humaines sont constituées d'un des 4 ARNs h Y et 
des protéines Ro60 et La, et probablement des protéines RoBPl, PTB et hnRNP K. 
Certaines maladies autoimmunes affectant les tissus conjonctifs sont caractérisées par 
la formation d'autoanticorps contre ces ribonucléoprotéines. Aucune fonction n'est 
attribuée aux RNPs Ro et leur rôle dans la pathogénèse des maladies qui sont 
associées aux anticorps ciblant ces RNPs reste indéfini. 
La protéine RoBP 1 interagit spécifiquement avec les RNPs Ro contenant Ro60 
et hY5. Les particularités biochimiques et immunologiques de ces RNPs Ro 
suggèrent une fonction particulière qui pourrait être découverte par une meilleure 
connaissance de la protéine RoBPl. Des travaux antérieurs tentant d'identifier 
l'homologue fonctionnel de RoBPl chez la levure suggéraient l'existence de 2 gènes 
pouvant complémenter pour la perte de RoBPl dans une souche de levure rendue 
dépendante de RoBPl. Nous avons confirmé la dépendance à RoBPl de cette souche. 
Cependant, les petites colonies sur milieu riche et l'absence de croissance sur milieu 
non-fermentable nous ont indiqué des déficiences respiratoires. Un rétrocroisement 
de cette souche avec une levure sauvage ne nous a pas permis de corriger ces 
déficiences. De plus, les tests de complémentation non concluants et l'absence de 
létalité des délétions des 2 gènes (UBC5 et CAF4) contredisent les travaux antérieurs. 
Donc, aucun homologue fonctionnel de RoBPl n'est identifié chez la levure. 
Les gènes codants pour les ARNs hY semblent être présents en une seule copie 
par génome. Cependant, il existe une abondance de séquences homologues aux 
ARNs hY dans le génome humain. Les séquences répétées les plus représentées dans 
le génome proviennent des éléments transposables, dont le rétrotransposon Ll. La 
machinerie de rétrotransposition de l'élément L 1 peut être utilisée pour la 
mobilisation d'autres séquences, comme les éléments Alu, et cette rétrotransposition 
laisse des marques caractéristiques identifiables dans le génome. L'analyse 
approfondie des séquences h Y génomiques pourrait permettre de découvrir leur 
origine. À l'aide d'outils bioinformatiques, nous avons identifié 966 pseudogènes 
dérivés des ARNs h Y dispersés dans tous les chromosomes avec une préférence pour 
les régions riches en gènes. La conservation des séquences et la distribution 
génomique des pseudo gènes h Y sont similaires à ceux des éléments Alu et leur 
apparition serait survenue après la divergence des rongeurs et des primates. L'analyse 
des séquences nous a permis d'identifier plusieurs caractéristiques suggérant que les 
pseudogènes h Y ont été mobilisés directement par la machinerie de rétrotransposition 
de Ll: queue poly(A), duplications du site cible flanquant le pseudogène, et site 
d'insertion similaire au site consensus reconnu par l'endonucléase de l'élément Ll. 
Nous avons identifié chez les pseudogènes h Y certaines mutations ponctuelles 
spécifiques au niveau des sites de liaison aux protéines Ro60, La ou hnRNP K. 
Trois des protéines interagissant avec les RNPs Ro seraient impliquées dans 
l' épissage (PTB, hnRNP K et RoBP 1 ). Des séquences homologues aux ARN h Y se 
retrouvant dans des introns près de sites d'épissage pourraient recruter ces protéines et 
moduler l'épissage de l'intron. Nous avons introduit des séquences correspondant 
aux ARNs hY dans les introns de modèles d'épissage alternatif (hnRNP Al et Bcl-x) 
pour vérifier leur impact sur l'épissage. Nous avons observé qu'une séquence hY3 en 
aval ou en amont de l'exon alternatif du modèle Al favorise l'exclusion de cet exon; 
modulation qui est plus importante lorsque la séquence est dans l'orientation opposée 
au gène. Des expériences de compétition montrent cependant que cette modulation 
semble être indépendante de l'action d'un facteur agissant en trans. Dans certains 
cas, la modulation observée est atténuée par la présence dans le mélange d'épissage 
d'une séquence complémentaire. Contrairement au modèle Al, l'introduction de 
séquences hY3 introniques influence peu l'épissage in vitro et in vivo du mini-gène 
Bcl-x. 
Mots clés: ARN hY; RoBPl; pseudogène; épissage; rétrotransposition. 
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1.1 Les RNPs Ro 
Les RNPs Ro sont des complexes ribonucléoprotéiques de fonction inconnue 
et peu abondants, soit environ 105 copies par cellule (WOLIN & STEITZ, 1984). Ces 
petites particules, conservées dans l'évolution, sont retrouvées chez tous les 
mammifères testés. Des homologues des RNPs Ro sont également détectés dans une 
très grande variété d'organismes eucaryotes, dont le nématode Caenorhabditis 
elegans 01 AN HORN et al., 1995) et la grenouille Xenopus laevis (O'BRIEN et al., 
1993), et dans le procaryote Deinococcus radiodurans (CHEN et al., 2000). Ces 
particules n'ont cependant pas été détectées chez la levure. Les RNPs Ro sont 
composés d'un ARN de type Y, de la protéine Ro60 et, dans une certaine proportion, 
de la protéine La (HENDRICK et al., 1981; WOLIN & STEITZ, 1983; MAMULA et 
al., 1989). D'autres protéines peuvent également être associées à ce complexe. La 
localisation cellulaire des RNPs Ro est encore controversée : elles sont généralement 
reconnues comme étant cytoplasmiques (HENDRICK et al., 1981; PEEK et al., 
1993), mais les RNPs Ro contenant l' ARN Y5 seraient plutôt nucléaires (GENDRON 
et al., 2001). 
1.1.1 Les ARNs Y 
Les ARNs Y sont de petits ARNs non-codant transcrits par l' ARN polymérase 
1 
(pal) III et leur nombre et taille varient en fonction des espèces et des types cellulaires 
(HENDRICK et al., 1981). Les ARN Y humains (hY), au nombre de quatre, sont 
nommés hYl, hY3, hY4 et hY5 (hY2 est un produit de dégradation de hYl) et ont 
une taille respective de 112, 101, 94 et 85 nucléotides (Figure 1; WOLIN & STEITZ, 
1983). Les érythrocytes humains n'expriment que les ARN hYl et hY4 (RADER et 
al., 1989), tandis que les plaquettes n'expriment que les ARN hYl et hY3 (ITOH & 
REICHLIN, 1991). La souris compte seulement 2 ARNs Y, nommés mYl et mY3, 
qui sont homologues à 97% et 95% aux ARNs h Yl et h Y3 respectivement. C. 
elegans et X leavis possèdent respectivement un et quatre ARNs Y (y AN HORN et 
al., 1995; O'BRIEN et al., 1993). L' ARN Y3 est retrouvé chez le plus grand nombre 
d'organismes, tandis que l'ARN YS semble être présent seulement chez les 
mammifères supérieurs. 
Bien que la plupart des molécules d' ARN Y sont associées à la protéine Ro60 
dans le cytoplasme, quelques transcrits peuvent être détectés dans une structure 
périnucléolaire sans Ro60 (MATERA et al., 1995). 
Les gènes des ARN h Y sont présents en une seule copie dans le génome, 
contrairement à la plupart des ARNs transcrits par la pal III, et sont situés dans la 
même région du chromosome 7 (WOLIN & STEITZ, 1983; MARAIA et al., 1994; 
MARAIA et al., 1996). Les 2 gènes murins sont également uniques, mais très 
éloignés l'un de l'autre sur le chromosome 6 (FARRIS et al., 1996). 
Bien que la séquence primaire des différents ARNs Y semble peu conservée, 
des études de comparaison phylogénétique et des expériences enzymatiques et 
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Figure 1: Structures secondaires et séquences nucléotidiques des ARNs hY. 
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formée de l'appariement des extrémités 5' et 3' (VAN GELDER et al., 1994; FARRIS 
et al., 1995; F ARRIS et al., 1999; TEUNISSEN et al., 2000). Les séquences les 
mieux conservées sont situées dans cette tige et forment une hélice présentant une 
cytosine saillante. Cette région est responsable de la liaison de la protéine Ro60 
(WOLIN & STEITZ, 1984; GREEN et al., 1998). La boucle interne est moins bien 
conservée et est souvent riche en pyrimidines. Les ARN s transcrits par la pol III 
présentent à leur extrémité 3' une courte série d'uridines qui est retirée au cours de la 
maturation (Figure 1). Par contre, chez les ARNs Y, cette queue polyuridylée est 
conservée et constitue le site de liaison de la protéine La (STEPHANO, 1984). 
1.1.2 Les protéines associées aux RNPs Ro 
1.1.2.1 La protéine Ro60 
La protéine Ro60 est la composante protéique majeure des RNPs Ro. Cette 
protéine de faible abondance est présente dans toutes les cellules humaines et peut être 
localisée au cytoplasme et au noyau (PRUIJN et al., 1997). Ro60 est une protéine de 
60 kDa qui présente 2 isoformes produits par épissage alternatif et contient un 
domaine de reconnaissance de l 'ARN (RRM) et un motif en doigt de zinc 
(DEUTSCHER et al., 1988; BEN-CHETRIT et al., 1989). Le motif RRM est 
nécessaire, mais non suffisant pour la liaison aux ARN Y. De plus, la conformation 
de la protéine serait très importante pour cette interaction avec l' ARN (PRUIJN 
1991 ). Par contre, des études bioinformatiques récentes attribuent plutôt la capacité 
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de liaison à l' ARN à un nouveau module N-terminal nommé TROYE. De plus, un 
domaine VWFA (von Willebrand Factor A) pourrait être impliqué dans des 
interactions protéine-protéine (BATEMAN & KICKHOEFER, 2003). 
L'identification moléculaire de Ro60 chez l'humain, la souris, X leavis et C. 
elegans montre que cette protéine est bien conservée dans l'évolution (DEUTSCHER 
et al., 1988; O'BRIEN et al., 1993; LABBE et al., 1995; VAN HORN et al., 1995; 
WANG et al., 1996). Par contre, le motif en doigt de zinc est une acquisition récente 
puisqu'il est seulement présent chez la protéine Ro60 humaine. 
Dans les oocytes de X leavis, la protéine Ro60 est associée à une classe 
variante de précurseurs de l' ARN ribosomal SS. Ces pré-ARN 5S anormaux 
contiennent des nucléotides supplémentaires et des mutations causant un mauvais 
repliement de l'ARN (O'BRIEN & WOLIN, 1994; SHI et al., 1996). Dans les 
cellules souches embryonnaires de souris, Ro60 est aussi retrouvée associée à certains 
petits ARNs U2 anormalement repliés (CHEN et al., 2003). La protéine Ro60 
pourrait donc participer au contrôle de qualité et à l'élimination des petits ARN 
défectueux. 
La délétion de la protéine Ro60 chez D. radiodurans, une bactérie 
extrêmement résistante aux radiations, entraîne une diminution de la résistance aux 
radiations ultraviolettes (U.V.). De plus, dans la souche sauvage, le niveau de Ro60 
augmente après exposition aux U.V. (CHEN et al., 2000). Dans les cellules de 
mammifère, la protéine Ro60 est aussi importante pour faciliter la survie cellulaire 
après exposition aux radiations ultraviolettes. De plus, Ro60 et un ARN Y 
s'accumulent au noyau suite à une irradiation aux U.V. (CHEN et al., 2003; XUE et 
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al., 2003). Donc Ro60 pourrait être impliquée dans la reconnaissance ou la réparation 
de dommages cellulaires causés par les rayons U.V. ou autres stress 
environnementaux. 
Les souris déficientes en Ro60 développent également un syndrome 
autoimmun caractérisé par des autoanticorps contre la chromatine et les ribosomes, 
une glomérulonéphrite et une photosensibilité (XUE et al., 2003). Cette protéine 
pourrait donc être importante pour la prévention de maladies autoimmunes. 
En collaboration avec la protéine La et un petit ARN inconnu, Ro60 pourrait 
aussi être impliquée dans la régulation de la traduction d' ARNs messagers codant 
pour certaines protéines ribosomales chez X leavis (PELLIZONI et al., 1998). 
1.1.2.2 La protéine La 
La protéine La est une phosphoprotéine principalement nucléaire de 48 kDa 
qm est très abondante dans pratiquement tous les organismes et tous les types 
cellulaires (WOLIN & CEDERV ALL, 2002). Cette protéine peut aussi se retrouver 
plus abondamment au cytoplasme dans certaines circonstances, comme après une 
infection virale (MEEROVITCH et al., 1993) et pendant l'apoptose (CASCIOLA-
ROSEN et al., 1994; A YUKAWA et al., 2000). La protéine La est associée 
transitoirement à tous les ARNs cellulaires nouvellement transcrits par la pol III au 
niveau de la séquence 3'-UUUoH, mais demeure associée de façon stable avec les 
ARNs Y (BOIRE & CRAFT, 1990). La protéine La peut également lier plusieurs 
ARNs viraux (LERNER et al., 1981; CHANG et al., 1994; HEISE et al., 1999) et 
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certains ARNs transcrits par l' ARN polymérase II dont l'extrémité 3' est uridylée 
(XUE et al., 2000; KUFEL et al., 2000). 
L'analyse des homologues de la protéine La chez différentes espèces montre 
une très bonne conservation dans l'évolution. La portion N-terminale hautement 
conservée de la levure à l'humain contient le motif La qui pourrait participer à la 
spécificité de liaison à l' ARN. Le motif RRM 1 est essentiel à la liaison à l' ARN et le 
motif RRM2 serait important pour une liaison de haute affinité (HORKE et al., 
2004a). La portion C-terminale moins conservée contient un signal de localisation 
nucléaire (ROSENBLUM et al., 1998), un signal de rétention nucléaire (SIMONS et 
al., 1996), un domaine de dimérisation (CRAIG et al., 1997), un signal de localisation 
nucléolaire (HORKE et al., 2004b), un motif potentiel de liaison à l' ATP (TOPFER et 
al., 1993) et un site possible de clivage par des caspases (A YUKAWA et al., 2000). 
La protéine La est une protéine multifonctionnelle. Elle a été longtemps 
décrite comme un facteur de terminaison de la transcription par la pol III (GOTTLIEB 
& STEITZ, 1989), mais les études plus récentes mettent en doute cette fonction 
(WESER et al., 2000). La protéine La serait plutôt impliquée dans la maturation des 
petits ARNs nouvellement transcrits, dont les ARNs de transfert et les petits ARN 
nucléolaires, en protégeant leur extrémité 3' contre une digestion par les exonucléases 
et en stabilisant leur structure secondaire (V AN HORN et al., 1997; YOO & WOLIN, 
1997; P ANNONE et al., 1998; XUE et al., 2000; KUFEL et al., 2000; 
CHAKSHUSMATHI et al., 2003). Une étude récente vient supporter cette activité 
chaperonne (BELISOV A et al., 2005). 
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La protéine La pourrait également contribuer à la rétention nucléaire de 
certains petits ARNs nouvellement transcrits, dont l'ARN hYl (PEEK et al., 1993; 
SIMONS et al., 1996; GRIMM et al., 1997). 
Plusieurs études montrent l'implication de la protéine La dans le processus de 
traduction. La protéine La régulerait la traduction CAP-indépendante (IRES-
dépendante) d' ARNm viraux, comme le Coxsackievirus B3, le virus de l'hépatite Cet 
le poliovirus (RA Y & DAS, 2002; COSTA-MATTIOLI et al., 2004) et cellulaires 
(HOLCIK & KORNELUK, 2000; KIM et al., 2001). La protéine La pourrait aussi 
favoriser la traduction des ARNm ribosomaux contenant des séquences 5'-TOP (5' 
terminal oligopyrimidine ), dans certains cas en collaboration avec Ro60 (PELLIZONI 
et al., 1998; CROSIO et al., 2000). 
Finalement, La protéine La possède une activité hélicase ATP-dépendante 
permettant de séparer les ARNs double-brin (HUHN et al., 1997). 
1.1.2.3 La protéine RoBPl 
La protéine RoBPl (Ro RNP-binding protein 1) fut identifiée en utilisant un 
système adapté du triple-hybride en levure, le système RIT A (RNP interaction trap 
assay, BOUFF ARD et al., 1999), comme interagissant spécifiquement avec les RNPs 
contenant la protéine Ro60 et l' ARN h Y5. Cependant, cette interaction n'a pas 
encore été démontrée in vivo. 
RoBP 1 est une protéine de 60 kDa possédant 3 motifs RRM permettant la 
liaison à l' ARN et ayant une grande homologie avec le facteur d'épissage U2AF65 
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(BOUFF ARD et al., 2000). Le troisième domaine RRM, divergeant d'un domaine 
RRM consensus, est un domaine PUMP participant aux interactions protéine-protéine 
pour former des dimères stables (PAGE-MCCA W et al., 1999). RoBPl est exprimée 
dans une grande variété de tissus et semble être surexprimée dans les gonades. 
RoBPl a été localisée principalement dans le noyau. 
Le gène codant pour RoBPl, aussi connu sous le nom de SIAHBPl, peut 
générer 3 isoformes qui diffèrent selon la présence ou l'absence de 2 courts exons 
alternatifs situés dans la région 5' (BOUFF ARD et al., 2000). Les deux autres 
isoformes furent identifiées sous les noms de FIR (LIU et al., 2000) et PUF60 
(PAGE-MCCAW et al., 1999). 
L'isoforme FIR (FBP interacting repressor) semble être impliquée dans la 
régulation de la transcription. La protéine FBP (FUSE-binding protein) lie l'élément 
FUSE (Far UpStream Element) situé en amont du promoteur pour activer la 
transcription du gène c-myc par TFIIH. La protéine FIR interfère avec FBP au niveau 
de l'élément FUSE et inhibe la portion hélicase de TFIIH via un domaine de 
répression N-terminal. FIR empêche donc la transcription de c-myc activée par FBP, 
mais non la transcription basale (LIU et al., 2000). 
L'orthologue de PUF60/FIR/RoBP1 chez la Drosophile, Hfp, régule 
négativement la progression du cycle cellulaire durant le développement de la 
drosophile en inhibant l'expression de dMyc, ce qui est en accord avec les données 
concernant la protéine FIR chez les mammifères (QUINN et al., 2003). De plus, 
malgré sa localisation largement nucléaire, des évidences situent Hfp également au 
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niveau du cytoplasme et suggèrent un rôle dans la localisation cellulaire des ARN 
(V AN BUSKIRK & SCHÜPBACH, 2002). 
Certaines études montrent également un rôle dans l' épissage, mais cette 
fonction sera abordée plus loin. 
1.1.2.4 Les autres protéines 
Plusieurs évidences suggèrent l'existence de sous-populations de RNPs Ro 
formées par l'association de différentes protéines supplémentaires (BOIRE & 
CRAFT, 1989; BOIRE & CRAFT, 1990; KELEKAR et al., 1994). Des expériences 
plus récentes de purification de RNPs Ro à partir d'extraits de cellules HeLa et de 
reconstitution de RNPs Ro avec des ARN Y biotinylés ont confirmé cette hypothèse 
(FABINI et al., 2000) et permis l'identification de la nucléoline (FOURAUX et al., 
2002) et des protéines hnRNP K et PTB/hnRNP I (FABINI et al., 2001). Ces trois 
protéines lient spécifiquement les ARNs h YI et h Y3 au niveau de la boucle interne 
riche en pyrimidines. Cependant, les interactions détaillées entre ces protéines et 
l' ARN restent à définir. 
PTB 
La protéine PTB (pyrimidine tract binding)/hnRNP I fut découverte grâce à sa 
capacité à lier des séquences introniques riches en pyrimidines (GARCIA-BLANCO 
et al., 1989) et possède certaines caractéristiques la classant dans la famille des 
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protéines hnRNP (GHETTI et al., 1992). PTB est une abondante protéine de 58 kDa 
possédant 4 domaines de liaison à l' ARN du type RRM et un signal de localisation 
nucléaire (NLS) N-terminal. Les RRM2 et 3 seraient nécessaires à la dimérisation de 
la protéine et à la liaison de la protéine à l' ARN, respectivement (PEREZ et al., 1997; 
WAGNER & GARCIA-BLANCO, 2001). Le RRM4 serait important pour la 
fonction de la protéine, mais non pour sa liaison à l' ARN (LIU et al., 2002). Bien que 
localisée généralement au niveau du noyau, la protéine PTB peut également se 
retrouver au cytoplasme suite à une phosphorylation (XIE et al., 2003) ou à une 
digestion (BLACK et al., 2002). Trois isoformes de PTB générées par épissage 
alternatif ont été identifiées chez l'humain: PTB 1, PTB2 et PTB4, et plusieurs 
homologues ont été observés chez d'autres organismes. La protéine PTB peut lier de 
courtes séquences d' ARN riches en pyrimidines, comme UUCU ou UCUCU, mais la 
liaison est optimale lorsque ces séquences sont situées dans un contexte aussi riche en 
pyrimidines (SINGH et al., 1995; PÉREZ et al., 1997). 
Le rôle de PTB dans l'épissage est très bien documenté et sera abordé plus 
loin. En plus de son rôle dans l'épissage, PTB peut réguler négativement ou 
positivement la traduction indépendemment du CAP d' ARN viraux, comme le virus 
de l'hépatite C et un picornavirus (TISCHENDORF et al., 2004; PILIPENKO et al., 
2001) et cellulaires, comme les protéines BAG-1 et BiP (PICKERING et al., 2003; 
KIM et al., 2000). PTB pourrait aussi localiser certains ARN messagers (COTE et al., 




La protéine hnRNP K fut découverte initialement comme étant une des 
protéines associées aux ARN hétérogènes nucléaires (hnRNA) formant les particules 
hnRNP (MA TUNIS et al., 1992). Quatre isoformes de hnRNP K produites par 
épissage alternatif ont été identifiées (hnRNP K A, B, C et D) et une cinquième 
pourrait correspondre à la protéine hnRNP J (DEJGAARD et al., 1994). La protéine 
hnRNP K possède un poids moléculaire apparent de 65 kDa et contient 3 domaines 
KH (K homology) qui sont très bien conservées dans l'évolution, de Xenopus laevis 
aux mammifères (SIOMI et al., 1993). Les domaines KHI et KH2 sont groupés dans 
la partie N-terminale de la protéine et le domaine KH3 est situé en C-terminal. Ces 
domaines KH confèrent la spécificité de liaison de la protéine hnRNP K à de courtes 
séquences d' ARN simple-brin riches en C (SIOMI et al., 1994). De plus, les 
domaines KH sont impliqués dans l'affinité de la protéine pour l' ADN simple-brin et 
double-brin, mais pourraient aussi participer à la liaison avec des protéines. HnRNP 
K contient également un signal de localisation nucléaire (NLS), un domaine KNS (K 
nuclear shuttling) impliqué dans le transport de la protéine entre le noyau et le 
cytoplasme (MICHAEL et al., 1997), et une région d'interaction KI (K Interactive) 
qui est responsable des interactions protéines-protéines pouvant former des 
homodimères et des hétérodimères (KIM et al., 2000). Parmi les nombreux 
partenaires de hnRNP K, notons des protéines de signalisation cellulaire et des 
facteurs de transcription, d'épissage et de traduction (BOMSZTYK et al., 2004). La 
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phosphorylation de hnRNP K par une variété de kinases régule les interactions 
protéine-protéine et protéine-ARN (OSTROWSKI et al., 2000). 
HnRNP K est une protéine multifonctionnelle impliquée dans une vaste 
gamme d'activités cellulaires : remodelage de la chromatine, activation et répression 
de la transcription, épissage, activation et répression de la traduction et stabilité de 
l' ARN (BOMSZTYK et al., 2004). HnRNP K pourrait agir comme une protéine 
d'échafaudage permettant le recrutement de différentes protéines effectrices. 
Nucléoline 
La nucléoline, appelée initialement C23, est la principale protéine nucléolaire 
des cellules en division active. La nucléoline est une phosphoprotéine hautement 
conservée dans l'évolution qui est impliquée dans de nombreux processus cellulaires. 
Cette protéine participe notamment à plusieurs étapes de la biogénèse des ribosomes, 
incluant la transcription des ADNs ribosomaux, la maturation des pré-ARNs 
ribosomaux et l'assemblage des ribosomes (GINISTY et al., 1999; SRIVASTAVA & 
POLLARD, 1999). La nucléoline possède quatre motifs RRM permettant la liaison 
aux ARNr (GHISOLFI-NIETO et al. ,1996), un signal de localisation nucléaire 
(NLS), un domaine d'interaction protéine-protéine (RGG) responsable de l'interaction 
avec les protéines ribosomales (BOUVET et al., 2002) et un domaine N-terminal 
contenant des régions riches en résidus acides possiblement impliqué dans la 
régulation de la transcription des ADNs ribosomaux (ROGER et al., 2002). 
Transitant entre le nucléole et le cytoplasme, la nucléoline pourrait ainsi participer aux 
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transport des protéines ribosomales (BORER et al., 1989) et des ARNs Y 
(FOURAUX et al., 2002). La nucléoline serait aussi impliquée dans la prolifération et 
la croissance cellulaire ainsi que dans l'embryogenèse et la nucléogenèse (GINISTY 
et al., 1999; SRIV ASTA VA & POLLARD, 1999). Finalement, la nucléoline pourrait 
jouer un rôle dans la traduction IRES-dépendante (IZUMI et al., 2001). 
Ro52 
Une autre protéine Ro de 52 kDa, la protéine Ro52, a été identifiée comme 
faisant partie du complexe RNP Ro par immunobuvardage avec des sérums 
reconnaissant les protéines Ro60 et La (BEN-CHETRIT et al., 1988; SLOBBE et al., 
1991). Ro52 est une protéine peu abondante, principalement cytoplasmique, sans 
motif de liaison à l' ARN apparent, mais contenant un motif en doigt de zinc et un 
motif «leucine-zipper» qui permettraient la liaison à l' ADN (CHAN et al., 1991; 
ITOH et al., 1991; FRANK & MCCUBBIN, 1995; POURMAND et al., 1998; 
FRANK, 1999). Ro52 pourrait être impliquée dans l'activation des cellules T (ISHII 
et al., 2003), mais aucune fonction claire n'a encore été attribuée à Ro52. Des études 
récentes de bioinformatique et de génomique ont identifié Ro52 comme faisant partie 
d'une large famille de protéines à motif RING/Bbox/coiled-coil (RBCC), nommé 
aussi motif tripartite (TRIM). Les protéines de cette famille sont impliquées dans 
plusieurs processus cellulaires dont l'apoptose, la régulation du cycle cellulaire, la 
réponse virale et l'ubiquitination (MERON! & DIEZ-ROUX, 2005). 
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L'association de Ro52 avec les ARNs Y dépend de la présence de Ro60 et se 
ferait par interaction protéine-protéine avec Ro60 plutôt que directement avec l' ARN 
(PRUIJN et al., 1991; SLOBBE et al., 1992). Malgré tout, l'association de la protéine 
Ro52 avec les RNPs Ro reste controversée. Différentes expériences immunologiques 
utilisant des composantes des RNPs Ro purifiées biochimiquement ou par 
fractionnement sur gradient de glycérol montrent que la protéine Ro52 n'est pas une 
composante stable des RNPs Ro (KELEKAR et al., 1994; BOIRE et al., 1995). 
Calréticuline 
D'autres protéines sont également reconnues par des sérums reconnaissant les 
protéines Ro60 et La, mais leur association avec la RNP Ro est controversée. Parmi 
ces protéines, on retrouve la calréticuline (MCCAULIFFE et al., 1990; ROKEACH et 
al., 1991; CHENG et al., 1996). Cette protéine de 46 k.Da, localisée principalement 
au réticulum endoplasmique, mais pouvant aussi se retrouver au noyau, est très bien 
conservée dans l'évolution. La calréticuline est une protéine multifonctionnelle 
impliquée dans l'homéostasie du calcium cellulaire, le contrôle de l'adhésion 
cellulaire, le chaperonnage moléculaire et la modulation de la régulation 
transcriptionnelle par des récepteurs hormonaux nucléaires (JOHNSON et al., 2001). 
1.1.3 Les RNPs Ro et l'autoimmunité 
Les RNPs Ro sont fréquemment la cible d'autoanticorps produits chez des 
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patients atteints de maladies du tissus conjonctif comme le syndrome de Sjogren (SS) 
et le lupus érythémateux disséminé (LED; TAN, 1989; HARLEY et al., 1992; 
YOUINOU et al., 1994). Des anticorps anti-Ro sont détectés dans 30 à 40% des cas 
de LED et dans 50 à 80% des cas de SS (HARLEY et al., 1986; REICHLIN, 1986). 
Des autoanticorps contre l'ADN, les histones et les snRNPs peuvent également être 
détectés. L' ARN h Y5 est le seul des quatre ARNs h Y contre lequel sont détectés des 
autoanticorps spécifiques (BOULANGER et al., 1995). L'implication des 
autoanticorps dans la pathogénèse des maladies autoimmunes qui leur sont associées 
reste à être définie. 
1.2 Homologues fonctionnels de RoBPl chez la levure Saccharomyces cerevisiae 
Le rapport complexe entre l'antigénicité des RNPs Ro et le développement de 
maladies autoimmunes pourrait être mieux défini par une meilleure caractérisation des 
RNPs Ro. Les fonctions des RNPs Ro et de leurs partenaires cellulaires pourraient 
être directement responsables de leur immunogénicité. Le caractère particulier des 
RNPs Ro contenant l' ARN hY5 (localisation nucléaire, présence seulement chez les 
organismes supérieurs et antigénicité de l' ARN h Y 5) suggère une fonction 
particulière. Ainsi, l'étude de RoBPl, une protéine associée spécifiquement à cette 
classe distincte de RNPs Ro, pourrait aider à mieux comprendre cette fonction. 
Une méthode éprouvée pour l'étude d'un gène ou d'une protéine humaine est 
d'étudier son homologue dans un autre organisme eucaryote plus simple, comme la 
levure. Bien qu'aucun homologue de séquence ne soit identifié pour RoBPl chez la 
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levure, la recherche d'un homologue de fonction est possible en utilisant la 
mutagénèse et l'action de certains marqueurs de sélection (KRANZ & HOLM, 1990). 
Cette recherche a été amorcée par Jim Boulanger (laboratoire du Dr Gilles Boire) dans 
le cadre de ses travaux de maîtrise et est résumée ci-dessous. 
1.2.1 Création d'une levure S. cerevisiae dépendante de RoBPl 
Brièvement, un plasmide contenant le gène codant pour RoBPl et les 
marqueurs URA3 et ADE2 a été transformé dans une souche de levure S. cerevisiae. 
Des mutations dans l 'ADN ont été induites par un traitement des levures à l' éthyl 
méthane sulfonate (EMS). Les levures produisant des colonies blanches sur milieu 
riche et ne poussant pas sur milieu 5'FOA ont été récupérées. La couleur blanche 
indiquait la présence du marqueur ADE2. Le gène ADE2 code pour une enzyme 
impliquée dans la synthèse de l'adénine. L'absence de cette enzyme conduit à 
l'accumulation d'un composé qui, en condition aérobie, amène la formation d'un 
pigment rouge. Le milieu de culture 5'FOA est utilisé pour contre-sélectionner la 
présence du marqueur URA3 chez les levures. Le gène URA3 produit l'enzyme 
décarboxylase orotidine-5'phosphate requise pour la biosynthèse de l'uracile. Cette 
enzyme convertit l'acide 5'fluoroorotique (5'FOA) présent dans le milieu en 5-
fluoruracile qui est un composé toxique pour la cellule (BOEKE et al., 1984). Ainsi, 
les levures contenant le marqueur URA3 situé sur le plasmide contenant RoBP 1 
pouvaient croître sur le milieu 5'FOA seulement si elles perdaient le plasmide. Donc 
l'absence de croissance indiquait la dépendance de la levure pour le plasmide 
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contenant RoBPl. La levure dépendante de RoBPl pouvait croître sur le milieu 
5'FOA si elle était transformée avec un autre plasmide contenant RoBPl, ce qui 
confirmait la dépendance à RoBPl et non au plasmide. 
1.2.2 Tests de complémentation pour trouver l'homologue de RoBPl 
Des tests de complémentation ont été effectués afin de déterminer quels gènes 
de levure la mutagénèse avait rendu inopérants et ainsi entrainé la dépendance à 
RoBP 1. La méthode consistait à transformer une bibliothèque génomique de levure 
dans la souche dépendante de RoBPl pour ensuite récupérer le ou les plasmides de la 
bibliothèque permettant la croissance sur le milieu 5'FOA. Ce milieu force le rejet du 
plasmide contenant RoBPl et permet la croissance de la souche dépendante de RoBPl 
seulement si le plasmide transformé contient un fragment d' ADN pouvant 
complémenter pour la perte de RoBPl, donc contenant un gène pouvant remplacer la 
fonction de RoBP 1. Deux régions des chromosomes IV et XI complémentent pour la 
perte du plasmide codant pour RoBPl et les gènes présents ont été identifiés par 
séquençage (Tableau 1). Sur le chromosome XI, le gène CAF4 a été identifié plus 
précisément par complémentation. 
La stratégie utilisée nécessite que la mutation de l'homologue fonctionnel de 
RoBP 1 soit létale pour la levure. La létalité observée ici semble provenir de 
mutations dans 2 gènes différents, comme le suggèrent les expériences préliminaires 
de complémentation effectuées par Jim Boulanger. Ces 2 mutations seraient viables 
lorsque présentes dans 2 souches distinctes, mais la combinaison des 2 mutations dans 
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la même souche serait létale. Ce concept est nommé létalité synthétique. Les 
homologues fonctionnels pourraient donc être deux protéines aux activités 
redondantes ou faisant partie de deux voies métaboliques redondantes mais 
convergentes. 
1.3 Les pseudogènes h Y 
1.3.1 L'abondance de séquences génomiques homologues aux ARNs Y 
Les gènes codant pour les différents ARNs Y chez l'humain et chez d'autres 
organismes moins complexes comme la souris semblent être présents en une seule 
copie par génome (WOLIN & STEITZ, 1983; MARAIA et al., 1994; MARAIA et al., 
1996; FARRIS et al., 1996). Par contre, l'existence de plusieurs séquences 
génomiques homologues aux ARNs Y est connue depuis longtemps. Ces séquences 
ont notamment compliqué le clonage des gènes fonctionnels. Des expériences de 
buvardage de type Southern montrent une abondance de séquences génomiques 
homologues aux ARNs Y chez l'humain et, dans une moindre mesure, chez d'autres 
organismes (O'BRIAN & HARLEY, 1992; FARRIS et al., 1995). 
Seulement quelques-unes de ces séquences furent caractérisées. Une séquence 
homologue à l'ARN hY3 fut identifiée dans le gène de l'alpha-globine 1 (JURKA et 
al., 1988). D'autres loci contiennent des séquences homologues à l' ARN hY4 
(O'BRIAN & HARLEY, 1992). Des séquences homologues à l' ARN YI furent 
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Chromosome Gène Description 
UBC5 enzyme de conjugaison de l'ubiquitine 
PSTl organisation et biogénèse de la paroi cellulaire 
IV TGL2 lipase de triglycéride 
YDR057W ? 
YDR056C ? 
MAK21 (60%) assemblage de la sous-unité ribosomale 60S 
SPC34 constituant du cytosquelette 
CAF4 composant du complexe CCR4-NOT, régulation de 
XI la transcription DID2 transport vacuolaire 
YKR035C ? 
YKR038C ? 
Tableau 1 : Gènes présents sur les fragments d' ADN complémentant la perte de 
RoBPl. 
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également caractérisées chez la souns (CROUCH & LIEBKE, 1989) et le rat 
(PRUIJN et al., 1993). Lorsque comparées aux séquences des gènes fonctionnels, les 
séquences de ces pseudogènes présentent quelques nucléotides différents et ne 
présentent aucun promoteur typique apparent. La région d'homologie se limite à la 
simple séquence de l' ARN Y. Donc, ces séquences, également nommées 
pseudogènes, ne sont vraisemblablement pas transcrites de façon autonome. 
Cette abondance de pseudogènes n'est pas un phénomène unique aux ARNs 
hY. L'existence de telles séquences homologues, comme par exemple pour les petits 
ARNs nucléaires Ul-6, est également observée depuis longtemps dans le génome 
humain et dans d'autres génomes de mammifères (DENISON et al., 1981). En fait, la 
majorité des ARNs cellulaires ou nucléaires transcrits par la pol I, II ou III (par 
exemple les gènes pour les ARNt, ARNr SS, ARN 7SL et ARN 7SK), présentent de 
telles séquences génomiques à des niveaux d'abondance variables (WEINER et al., 
1986). Notons que contrairement aux ARNs Y, quelques-unes de ces séquences sont 
des copies fonctionnelles du même gène. Une meilleure estimation du nombre réel 
des pseudogènes a été rendue possible grâce au séquençage du génome humain 
(LANDER et al., 2001). 
1.3.2 Les éléments transposables dans le génome 
La présence de séquences répétées dans les génomes eucaryotes est connue 
depuis longtemps (BRITTEN & KOHNE, 1968). Aujourd'hui il est admis que plus 
de 50% du génome humain est composé de séquences répétées, tandis que les 
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séquences codantes comptent pour environ 1 %. De façon générale, ces répétitions 
peuvent se diviser en 3 grands groupes: (1) les répétitions dérivées d'éléments 
transposables; (2) les répétitions en tandem de séquences simples, aussi appelées 
microsatellites, minisatellites ou satellites, dont la taille et le nombre sont très 
variables; et (3) les duplications de segments, qui consistent en des séquences de 1-
300 kb copiées d'une région du génome à une autre (LANDER et al., 2001; 
JASINSKA & KRZYZOSIAK, 2004). 
Parmi toutes ces séquences répétés, les éléments transposables (ou éléments 
mobiles) et leurs vestiges sont les plus représentés avec près de 45% du génome 
humain. Ces éléments transposables sont décrits ci-dessous et leurs caractéristiques 
principales sont résumées dans le tableau 2. Les 2 grandes classes d'éléments mobiles 
sont les rétrotransposons, qui s'intègrent à de nouvelles locations génomiques via un 
intermédiaire ARN, et les transposons à ADN. 
Les transposons à ADN sont similaires aux transposons bactériens et occupent 
environ 3% du génome. Ces éléments s'excisent d'un site génomique et s'intègrent 
dans un autre site ailleurs dans le génome par un mécanisme « couper et coller » 
(LANDER et al., 2001). Les transposons à ADN ne sont donc pas dupliqués. Ces 
éléments sont flanqués par des inversions terminales répétées (ITR) et de courtes 
répétitions directes. Les transposons à ADN codent pour une transposase qui est 
retrouvée liée aux ITRs et est responsable de la mobilité de ces éléments. La 
spécificité de la séquence d'intégration étant limitée à quelques nucléotides, 
l'insertion peut se faire à plusieurs endroits du génome, mais elle se fait 
habituellement à proximité (<100 kb) de l'insertion parentale (KAZAZIAN, 2004). 
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Type d'élément transposable Caractéristiques 
..,.. 3% du génome 
..,.. mécanisme « couper et coller » 
Transposons à ADN ..,.. flanqués d'inversions terminales répétées et 
de répétitions directes 
..,.. codent pour une transposase 
..,.. 8% du génome 
..,.. mécanisme « copier et coller » 
LTR 
..,.. flanqués de longues répétitions terminales 
..,.. codent pour une transcriptase inverse et 
endonucléase 
..,.. ex : Rétrovirus endogènes 
Autonomes ..,..21% du génome 
..,.. mécanisme « copier et coller » 
Non-LTR ..,.. flanqués de duplications du site d'insertion 
Rétrotransposons (UNES) ..,.. taille de 6-8 kb 
..,.. codent pour une transcriptase inverse et 
endonucléase 
..,.ex: Ll 
..,..13% du génome 
..,.. mécanisme « copier et coller » 
Non-autonomes (SINES) 
..,.. flanqués de duplications du site d'insertion 
..,.taile de 90-300 ph 
..,.. ne codent pour aucune protéine 
..,.ex: Alu 
Tableau 2 : Caractéristiques des différents types d'éléments transposables dans 
le génome humain. 
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La plupart de ces éléments seraient aujourd'hui inactifs et les séquences retrouvées 
seraient des vestiges d'anciens éléments. 
Un rétrotransposon est d'abord transcrit en ARN, rétrotranscrit en ADN, et 
finalement réintégré ailleurs dans le génome par un mécanisme « copier et coller ». 
L'élément est ainsi dupliqué. Il existe 2 classes majeures de rétrotransposons 
autonomes dans les génomes eucaryotes, et plusieurs types de rétrotransposons non-
autonomes qui dépendent des éléments autonomes pour leur rétrotransposition. 
Les rétrotransposons autonomes à longues répétitions terminales (L TR) et 
leurs vestiges comptent pour environ 8% du génome humain. Parmi la variété de 
rétrotransposons LTR, notons les différentes classes de rétrovirus endogènes (ERVs) 
(LANDER et al., 2001). Leur structure est en effet très similaire à celle des 
rétrovirus. Ils codent pour plusieurs protéines fournissant les activités nécessaires à la 
rétrotransposition et tous les éléments de régulation de leur transcription sont contenus 
au niveau des L TRs. La transcription inverse des rétrotransposons L TR est un 
processus complexe qui a lieu au cytoplasme dans une particule ressemblant à un 
virus et utilise une amorce d'ARNt (WHITCOMB & HUGHES, 1992). Mais, 
contrairement aux rétrovirus, les rétrotransposons L TR ne produisent pas de protéine 
d'enveloppe fonctionnelle. 
L'autre classe majeure de rétrotransposons autonomes ne contient pas de 
L TRs. Ces éléments sont connus sous le nom de LINEs (long interspersed nucleotide 
elements) et occupent près de 21 % du génome humain. Ces rétrotransposons, d'une 
taille variant entre 6 et 8 kb, sont très anciens et des homologues sont retrouvés dans 
le génome d'une grande variété d'organismes eucaryotes (SINGER, 1982; 
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EICKBUSH, 1992; LANDER et al., 2001). Les LINEs sont transcrits par la pol II et 
polyadénylés, codent pour une transcriptase inverse nécessaire à leur réplication et 
sont flanqués de courtes duplications du site d'insertion (TSDs). La transcription 
inverse des LINEs se fait directement dans le noyau au niveau del' ADN génomique 
par un processus nommé « target primed reverse transcription» (TPRT) qui sera 
décrit plus loin. La plupart des éléments retrouvés sont largement tronqués à leur 
extrémité 5' et sont donc inactifs. Dans le génome humain il existe 3 familles de 
LINEs apparentés : LINE 1, LINE2 et LINE3. Seulement LINE 1, aussi appelé L 1, 
serait encore actif aujourd'hui (LANDER et al., 2001). 
La plus importante classe d'éléments mobiles non-autonomes est formée par 
les SINEs (short interspersed nucleotide elements), qui occupent environ 13% du 
génome humain (SINGER, 1982; LANDER et al., 2001). Ces éléments de 90-300 pb 
ne codant pour aucune protéine, leur rétrotransposition nécessite l'action de protéines 
encodées par d'autres rétrotransposons autonomes. De façon générale, les SINEs sont 
transcrits par la pol III via un promoteur interne et, tout comme les LINEs, montrent 
une queue polyadénylée et sont flanqués par des TSDs. La plupart des SINEs seraient 
dérivés de différents gènes transcrits par la pol III comme les ARNt et l' ARN 7SL 
(WEINER et al., 1986). Les SINEs sont ubiquitaires chez les mammifères, mais 
peuvent également se retrouver chez d'autres organismes. Parmi la variété de SINEs, 
notons l'élément MIR, les éléments Alu et SV A chez l'humain, et les éléments B 1 et 
B2 chez les rongeurs (LANDER et al., 2001; WATERSTON et al., 2002; 
OSTERTAG et al., 2003). 
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1.3.3 L'élément Ll 
L'élément LI (LINEI) est le rétrotransposon le plus important des LINEs. 
Avec ses 520 000 copies, il compte pour environ I 7% du génome humain (LANDER 
et al., 200I). La vaste majorité (plus de 99,8%) des séquences LI ne sont pas 
mobiles, mais les génomes humains et murins contiennent environ 60-100 et 3000 LI 
actifs, respectivement (GOODIER et al., 200I; BROUHA et al., 2003). Un élément 
LI complet et fonctionnel est d'une taille de 6kb et contient un promoteur interne 
situé dans la région 5'UTR, un court 3'UTR, un signal de polyadénylation suivi 
immédiatement d'une queue poly(A), et l'élément entier est flanqué de TSDs (Figure 
2; OSTERTAG & KAZAZIAN, 200I). L'élément LI code également pour 2 
protéines, ORFI et ORF2, nécessaires à la rétrotransposition et formant un complexe 
ribonucléoprotéique avec l'ARN LI. La protéine ORF2 présente 2 domaines ayant 
des activités de transcriptase inverse et d'endonucléase (MATHIAS et al., I 99I; 
FENO et al., I996; MORAN et al., I996). La grande majorité des éléments LI 
retrouvés dans le génome sont incomplets et tronqués à l'extrémité 5'. L'abondance 
de ces éléments LI non-fonctionnels pourrait s'expliquer partiellement par une faible 
processivité de la protéine ORF2 qui atteint rarement l'extrémité 5' lors de la 
transcription inverse, ou par l'activité de la RNase H cellulaire (OSTERTAG & 
KAZAZIAN, 200I). ORFI est une protéine pouvant lier l'ARN et possède une 
activité de chaperonne pour les acides nucléiques, mais sa fonction dans la 






ORF1 H~ __ o_RF_2 __ ~ 
Élément L 1 (6kb) 
A(n) 
L R 
Élément Alu (300 pb) 
Figure 2 : Structure des rétrotransposons Ll et Alu. 
AATAAAA A(n) @) 
3'UTR 
L'élément L1 est flanqué de duplications du site d' insertion (TSD), possède 
des régions non-traduites en 5' (5'UTR) et 3' (3'UTR), un signal de polyadénylation 
(AATAAAA) et une queue polyadénylée (A(n)). L1 code pour 2 protéines, ORFl et 
ORF2. La protéine ORF2 présente une activité de transcriptase inverse (RT) et 
d' endonucléase (EN). L'élément Alu est formé de 2 monomères similaires (Let R), 
possède une queue polyadénylée et est flanqué de duplications du site d' insertion. 
Adapté de OSTERTAG & KAZAZIA , 2001. 
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Les éléments LI sont retrouvés principalement dans des régions génomiques 
riches en AT et pauvres en gènes. Cette distribution pourrait s'expliquer par une 
sélection négative contre les insertions d'éléments LI dans des gènes (KORENBERG 
& RYKOWSKI, 1988; LANDER et al., 2001). 
1.3.4 L'élément Alu 
Le membre le plus important de la classe des SINEs est l'élément Alu qui se 
retrouve uniquement chez les primates. Cet élément, connu depuis plus de 25 ans, tire 
son nom du site de restriction enzymatique Alul qu'il contient (HOUCK et al., 1979). 
Ses 1, 1 millions de copies comptent pour près de 11 % du génome humain et en font 
l'élément mobile le plus abondant (LANDER et al., 2001). L'élément Alu consiste en 
une séquence d'environ 300 pb formée de 2 monomères similaires séparés par une 
courte série d'adénines (Figure 2). L'extrémité 3' de l'élément Alu se termine avec 
une séquence riche en adénines, la taille totale de l'élément Alu dépendant de la taille 
variable de cette extrémité, habituellement 20 à 100 nucléotides (ROY-ENGEL et al., 
2002). Comme mentionné précédemment pour les SINEs, l'élément Alu est flanqué 
par de courtes répétitions directes. Les 2 monomères sont indépendamment dérivés 
del' ARN 7SL et l'élément Alu serait issu de la fusion de ces 2 monomères il y a plus 
de 60 millions d'années, soit environ au moment de la radiation des primates 
(QUENTIN, 1992). Les éléments Alu se divisent en sous-familles différant au niveau 
de leur séquence et dans l'âge de leur apparition durant l'évolution des primates. 
28 
Seulement certains éléments Alu, issus de la sous-famille la plus récente, seraient 
encore actifs aujourd'hui (BATZER & DEININGER, 2002). 
Les séquences Alu ne sont pas distribuées uniformément dans le génome 
humain puisqu'elles s'accumulent préférentiellement dans les régions riches en gènes 
et donc riches en GC (KORENBERG & RYKOWSKI, 1988; LANDER et al., 2001; 
GROVER et al., 2004). Comme les éléments Alu les plus récents et les éléments LI 
ne montrent pas ce biais pour les régions riches en GC, il est peu probable qu'une 
préférence dans le lieu d'insertion soit responsable de cette distribution génomique. 
Elle pourrait être expliquée par une sélection positive en faveur d'une fonction 
apportée par les éléments Alu situés dans les régions riches en gènes (LANDER et al., 
2001). Mais il est aussi probable que le mécanisme d'élimination de ces éléments 
dans des régions riches en gènes confère un désavantage sélectif, résultant en un taux 
plus élevé de perte de ces éléments dans les régions pauvres en gènes 
(BROOKFIELD, 2001; BATZER & DEININGER, 2002). 
1.3.5 Le mécanisme de rétrotransposition des LINEs et des SINEs 
Les caractéristiques structurales des rétrotransposons mènent à la conclusion 
que l'information sous forme d'ARN est insérée dans des bris chromosomiques 
espacés (staggered chromosomal breaks; WEINER et al., 1986). Par contre, le 
mécanisme détaillé de rétrotransposition, impliquant une activité enzymatique, a été 
partiellement clarifié par différentes études ultérieures (LUAN et al., 1993; JURKA, 
1997; FENG et al., 1996; COST et al., 2002). Ainsi, la rétrotransposition de Ll (et 
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des LINEs) serait effectuée par un processus de transcription inverse et d'intégration 
couplé nommé TPRT (Figure 3). Brièvement, l'activité endonucléase de la protéine 
ORF2 coupe un brin d' ADN au site cible, produisant un brin d' ADN libre avec une 
extrémité 3'0H. La séquence du site cible reconnue par la protéine est 
l'hexanucléotide 5'-TTAAAA-3' et la coupure se fait au niveau du brin antisens, soit 
entre les nucléotides 3'-AA et TTTT-5'. Ensuite, cette extrémité TTTT du brin 
d'ADN coupé s'apparie à l'extrémité 3' polyadénylée de l'ARN Ll. L'activité de 
transcriptase inverse de la protéine ORF2 utilise alors cet ARN comme modèle et 
l'extrémité 3'0H de l' ADN comme amorce pour la transcription inverse. Ensuite, le 
second brin d' ADN est coupé à environ une quinzaine de nucléotides en aval de la 
coupure initiale, l' ADNc est intégré, l' ARN est rejeté, et la synthèse de l' ADN est 
complétée. Le résultat est une copie du rétrotransposon initial intégrée à une nouvelle 
location génomique et flanquée par 2 courtes duplications du site d'insertion 
d'environ I5 nucléotides (OSTERTAG & KAZAZIAN, 200I). 
Les SINEs utiliseraient la machinerie de rétrotransposition de LI pour assurer 
leur mobilisation. En effet, bien que les protéines de l'élément LI montrent une forte 
préférence pour mobiliser l' ARN LI qui les encodent, elles peuvent également, à une 
fréquence beaucoup moindre, agir en trans pour promouvoir la rétrotransposition 
d'autres ARNs cellulaires (WEI et al., 200I). Cette mobilisation en trans a été 
démontrée pour d'autres rétrotransposons non-autonomes comme les éléments Alu 
(DEW ANNIEUX et al., 2003) et pour un SINE présent chez l'anguille (KAJIKA WA 
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Figure 3 : Mécanisme de rétrotransposition de Ll par TPRT 
(A) L' activité endonucléase de l'élément Ll (Ll EN) coupe un brin d' ADN 
génomique au site cible. La séquence du site cible reconnue par la protéine est 
TT AAAA et la coupure se fait au niveau du brin antisens, soit entre les nucléotides 
AA et TTTT. Le second brin d ' AD est coupé à environ 15 nucléotides en aval de la 
coupure initiale. (B) L' extrémité TTTT du brin d 'ADN libé.ré par la coupure s' apparie 
à l' extrémité 3' polyadénylée de l'ARN Ll. L' activité de transcriptase inverse de 
l'élément Ll (Ll RT) utilise l' ARN Ll comme modèle et l'extrémité de l' ADN 
comme amorce pour la transcription inverse. (C) L' ADNc est intégré, l' ARN est 
rejeté, et la synthèse de l'ADN est complétée. (D) Le résultat est une copie de 
l 'élément Ll intégrée à une nouvelle location génomique et flanquée par 2 
duplications du site d ' insertion d' environ 15 nucléotides (TSD). 
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De plus, la machinerie de rétrotransposition de Ll est aussi responsable de la 
création de pseudo gènes maturés (processed pseudogenes; ESNAUL T et al., 2000). 
Ces pseudogènes sont générés lorsqu'un ARN messager est rétrotranscrit et intégré à 
une nouvelle position dans le génome par la machinerie de rétrotransposition de LI. 
On estime à environ 8000 le nombre total de ces pseudogènes maturés dans le génome 
humain (ZHANG et al., 2003) et les pseudogènes de protéines ribosomales seraient 
les plus abondants avec plus de 2000 copies (ZHANG et al., 2002). 
La machinerie de rétrotransposition de LI peut aussi participer à l'intégration 
de pseudogènes chimériques dans le génome. Cette classe de pseudogènes est 
générée lorsque, durant la transcription inverse, la protéine ORF2 passe de l'ARN LI 
à un autre ARN cellulaire à proximité, pour ensuite poursuivre la transcription 
inverse. Il en résulte, après intégration, une fusion entre un élément LI (ou Alu) et un 
autre ARN, principalement le petit ARN nucléaire U6 (BUZDIN et al., 2003). 
1.3.6 L'influence des éléments mobiles 
Depuis leur apparition jusqu'à aujourd'hui, les éléments mobiles ont affecté le 
génomesde différentes façons, certaines bénéfiques et d'autres néfastes. L'analyse de 
la divergence des séquences des éléments transposables par rapport aux séquences 
consensus permet d'observer que globallement, l'activité des transposons a déclinée 
considérablement depuis les 35-50 derniers millions d'années (LANDER et al., 200I). 
Aujourd'hui, on estime qu'un évènement de rétrotransposition survient chez I 
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individu sur I0-250 pour l'élément LI (OSTERTAG & KAZAZIAN, 200I) et I sur 
I00-200 pour l'élément Alu (DEININGER & BATZER, I999). 
La rétrotransposition des éléments LI, Alu, SVA ou autres peut entraîner une 
instabilité génétique et provoquer des maladies génétiques (KAZAZIAN et al., I 988; 
DEININGER & BATZER, I999; SYMER et al., 2002; OSTERTAG et al., 2003). En 
effet, la rétrotransposition d'un élément mobile dans un gène peut avoir différents 
effets, dépendamment du lieu d'insertion. Une insertion dans la portion 5' non-
traduite (5'UTR) peut altérer l'expression du gène, tandis qu'une insertion dans un 
exon peut modifier le cadre de lecture et entraîner la production d'une protéine non-
fonctionnelle. Un élément mobile peut également altérer l'épissage de l' ARN 
messager s'il s'insère à proximité d'un site d'épissage. Par contre, une insertion d'un 
élément mobile dans un intron peut survenir sans qu'il y ait d'effet immédiat sur le 
gène. De plus, une recombinaison homologue inégale entre des séquences Alu ou LI 
présentes dans des gènes peut entraîner des délétions et des duplications de séquences 
qui sont néfastes (DEININGER & BATZER, I999; OSTERTAG & KAZAZIAN, 
200I). Ainsi, les insertions d'éléments Alu comptent pour environ 0,3% de toutes les 
maladies génétiques humaines. 
Les rétrotransposons ont également contribué à l'expansion, à la 
diversification et à l'évolution des génomes. En plus de la séquence du 
rétrotransposon elle-même, Ll peut mobiliser un segment d' ADN supplémentaire 
adjacent en 3', dû à un signal de polyadénylation et de clivage peu efficace. Ce 
phénomène de «transduction » de séquences surviendrait dans I 0-20% des 
événements de rétrotransposition d'éléments LI. Ces événements ont le potentiel 
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d'introduire des exons et des séquences régulatrices à de nouvelles positions 
génomiques et ainsi de créer de nouveaux gènes (MORAN et al., 1999; GOODIER et 
al., 2000; PICKERAL et al., 2000). De plus, il a été montré récemment que plus de 
5% des exons internes épissés de façon alternative sont dérivés d'éléments Alu. Ces 
exons dérivés d'éléments Alu auraient été créés exclusivement via l'exonisation 
d'éléments introniques (SOREK et al., 2002; LEV-MAOR et al., 2003). 
Finalement, l'insertion d'un élément Ll au niveau d'une cassure d' ADN 
double-brin pourrait réparer la lésion, indépendamment d'une activité endonucléase. 
L'extrémité 3'0H d'un brin d' ADN libéré au niveau de la cassure pourrait servir 
d'amorce pour la transcription inverse de l'ARN Ll (MORRlSH et al., 2002). 
Lors du clonage du gène fonctionnel de l 'ARN h Y 5, l'analyse des séquences 
flanquantes a révélé des signatures de rétrotransposition et il a été proposé que ce gène 
soit dérivé d'un événement de rétrotransposition de l 'ARN h Y3 (MARAIA et al., 
1996). Plusieurs pseudogènes de l'ARN hY4 et de l'ARN hY3 ont été retrouvés 
associés à des éléments Alu dans le génome (JURKA et al., 1988; O'BRlAN & 
HARLEY, 1992), ce qui permet de supposer l'existence de pseudogènes chimériques 
Alu-h Y. Afin de mieux comprendre leur origine et leur fonction, il s'avèrait donc 
nécessaire d'effectuer le décompte précis et d'analyser rigoureusement les séquences 
de ces pseudo gènes des ARN h Y. 
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1.4. Les RNPs Ro et l'épissage 
1.4.1 L'épissage constitutif et alternatif 
L'épissage est un processus nucléaire qui consiste en l'excision des séquences 
non-codantes introniques du transcrit primaire (ARN pré-messager) et la réunion bout 
à bout des exons. Le résultat final de ce processus est un ARN messager prêt à être 
exporté vers le cytoplasme pour y être traduit en protéine. L' épissage est un ensemble 
de réactions catalysées par un large complexe ribonucléoprotéique: le spliceosome. 
Ce dernier est composé de 5 petits ARNs nucléaires (snRNA) riches en uracile : les 
ARNs Ul, U2, U4, U5 et U6, chacun fonctionnant en complexe avec des protéines 
pour former de petites ribonucléoprotéines nucléaires (snRNPs). Une multitude 
d'autres protéines viennent s'ajouter aux snRNPs pour former le spliceosome. Des 
études avancent même le nombre de 300 protéines qui feraient partie du spliceosome 
(JURICA et al., 2003). 
Le spliceosome reconnaît les jonctions entre les exons et les introns (les sites 
d'épissage 5' et 3') au niveau de l' ARN pré-messager. La jonction exon/intron du site 
5' est variable, mais possède généralement la séquence consensus AG/GURAGU et la 
séquence consensus de la jonction intron/exon du site 3' est YAG/R, où les 
nucléotides en gras sont les mieux conservés (MOUNT, 1982; PADGETT et al., 
1986; SHAPIRO & SENAPATHY, 1987). Un autre élément aidant à la définition du 
site d'épissage 3' est le site de branchement, qui est habituellement suivi d'une région 
riche en pyrimidines. Le site de branchement, dont la séquence consensus est 
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YURA Y, est habituellement situé à 10-50 nucléotides en amont du site d'épissage 3' 
(HARRIS & SENAPATHY, 1990). 
L'épissage est un processus très complexe dont il reste encore aujourd'hui à 
élucider les mécanismes détaillés. Initialement, le site d'épissage 5' est reconnu par le 
snRNP Ul par interaction ARN-ARN. La région de branchement et le site d'épissage 
3' sont définis par association avec la protéine mBBP/SFl, l'hétérodimère 
U2AF65/35 et certaines protéines SR, pour former le complexe d'engagement 
(BURGE et al., 1999). L'interaction entre les facteurs reconnaissant le site 3' et ceux 
reconnaissant le site 5' permet la définition de l'exon (ROBBERSON et al., 1990). La 
région 3' est ensuite reconnue par interaction ARN-ARN avec le snRNP U2. La 
formation du spliceosome mature est accomplie ensuite par le recrutement du tri-
snRNP U4/U6/U5. L'épissage del' ARN pré-messager en ARN messager mature est 
obtenu après plusieurs réarrangements des snRNPs et 2 étapes séquentielles de trans-
estérification (BURGE et al., 1999). Dans la première, le 2'0H du nucléotide A 
présent au site de branchement attaque le phosphate au site d'épissage 5', libérant 
l'extrémité de l'exon et un intermédiaire en forme de lasso. Dans la deuxième étape, 
le 3'0H de l'exon libre attaque le phosphate au site d'épissage 3', résultant en un ARN 
messager ligué et un intron relâché sous forme de lasso (ALBERTS et al., 1994). 
Les récents progrès dans le domaine de la génomique ont montré que le 
nombre de gènes n'est pas nécessairement proportionnel à la complexité d'un 
organisme et à la taille de son protéome. L'épissage alternatif, par opposition à 
l' épissage constitutif, peut expliquer la grande diversité de protéines différentes 
pouvant être produites à partir d'un nombre limité de gènes. Un exemple frappant est 
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le gène DSCAM chez Drosophila melanogaster qui a la capacité de produire plus de 
38 000 isoformes de la protéine par épissage alternatif, soit plus de 2 fois le nombre 
total de gènes de l'organisme (SCHMUCKER et al., 2000). Selon les premières 
estimations, des évidences d'épissage alternatif étaient observées dans 35% des gènes 
(MIRONOV et al., 1999). Mais des études récentes suggèrent que plus de 74% des 
gènes sont épissés de façon alternative (JOHNSON et al., 2005). 
L'utilisation alternative des sites d'épissage 5' ou 3' permet d'obtenir, à partir 
d'une seule séquence d' ARN pré-messager, plusieurs combinaisons de séquences 
d' ARN messager. De cette façon, un exon donné peut être entièrement inclu ou exclu 
d'un ARN messager. Des exons peuvent également avoir plusieurs sites d'épissage 5' 
ou 3' utilisés de façon alternative, ce qui permet d'allonger ou de raccourcir les 
séquences exoniques. D'autres exons peuvent être mutuellement exclusifs de sorte 
qu'un seul d'entre eux peut être présent dans l' ARN messager mature. L'épissage 
alternatif peut aussi faire en sorte qu'une partie ou la totalité d'une séquence 
intronique sera retenue dans l' ARN messager mature et éventuellement traduite en 
protéine (GRA VELEY, 2001; BLACK, 2003). Dans certains cas, l'épissage alternatif 
peut même mener à l'introduction d'un codon de terminaison prématuré, dirigeant 
l' ARN vers la dégradation par« nonsense-mediated decay » (NMD) plutôt que vers la 
traduction (LEWIS et al., 2003). 
Les protéines ainsi générées, ayant des séquences peptidiques différentes, ont 
vraisemblablement des structures et des fonctions différentes. Les isoformes peuvent 
différer au niveau de l'activité enzymatique, de la localisation cellulaire ou de 
l'affinité pour un ARN ou une autre protéine. Deux isoformes d'une même protéine 
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peuvent même avoir des activités antagonistes. Par exemple, l' épissage alternatif du 
gène Bcl-x, un membre de la famille du gène Bcl2, produit plusieurs isoformes dont 
une isoforme longue (Bcl-xL), possédant une activité anti-apoptotique, et une 
isoforme courte (Bcl-xS), possédant une activité pro-apoptotique (BOISE et al., 
1993). 
1.4.2 La régulation de l'épissage alternatif 
La possibilité de produire plusieurs ARNm pouvant conduire, après traduction, 
à des protéines ayant des activités distinctes à partir d'un même gène nécessite un 
contrôle très serré. De plus, ce contrôle fait en sorte que certains événements 
d'épissage alternatif se produisent préférentiellement dans des types cellulaires 
particuliers, ou à un moment précis du développement ou sous des conditions 
physiologiques spécifiques (GRA VELEY, 2001). Généralement, la régulation de 
l'épissage alternatif se fait au niveau de la reconnaissance des sites d'épissage. Les 
événements d'épissage alternatif impliquent souvent une compétition entre plusieurs 
sites d'épissage faibles dont les séquences divergent plus ou moins des séquences 
consensus. Au niveau des exons et des introns, certains éléments de séquence 
spécifiques favorisent l'association de certains composants du spliceosome, tandis que 
d'autres éléments recrutent des facteurs nuisant à la reconnaissance des sites 
d'épissage. Globalement, il existe donc 4 classes d'éléments régulateurs de 
l'épissage : les éléments exoniques de régulation positive (exonic splicing enhancers : 
ESE) et négative (exonic splicing silencers : ESS) et les éléments introniques de 
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régulation positive (intronic splicing enhancers : ISE) et négative (intronic splicing 
silencers : ISS) (BLACK, 2003). Ces éléments sont reconnus par de nombreux 
facteurs d' épissage dont certains groupes de protéines comme les protéines contenant 
des domaines riches en sérine-arginine (protéines SR) ou les ribonucléoprotéines 
nucléaires hétérogènes (protéines hnRNP). Donc, l'activation ou la répression de 
chaque événement d'épissage résulte de la liaison de certains facteurs d'épissage aux 
séquences régulatrices présentes dans les ARN pré-messagers, combinée avec la force 
de chaque site d'épissage. 
1.4.2.1 Les éléments régulateurs exoniques 
Les séquences régulatrices situées dans les exons peuvent avoir un effet positif 
ou négatif sur la sélection de sites d'épissage alternatif. La plupart des éléments 
positifs (ESE) connus sont liés par des membres de la famille des protéines SR. Ces 
facteurs d'épissage très étudiés sont impliqués autant au niveau de l'épissage 
constitutif qu'au niveau de l'épissage alternatif. Les membres de cette famille 
contiennent au moins un motif RRM et un domaine riche en arginine/sérine (domaine 
SR). La liaison des protéines SR aux ESE se fait via le motif RRM et l'activation de 
l' épissage est réalisée par le recrutement de composants du spliceosome par 
interaction protéine-protéine via les domaines SR (BLENCOWE, 2000). De façon 
générale, les ESE peuvent favoriser la liaison de U2AF et du snRNP U2 aux sites 
d'épissage 3' faible, ou l'association du snRNP Ul aux sites d'épissage 5' faibles 
(COTE et al., 1999a; GRA VELEY, 2000; GRA VELEY et al., 2001). Dans certains 
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autres cas, la liaison du facteur d'épissage aux ESE permet l'activation de l'épissage 
en renversant l'effet d'un élément inhibiteur (KAN & GREEN, 1999). 
Les éléments exoniques ayant une action inhibitrice sur l'épissage (ESS) sont 
reconnus pour la plupart par des protéines appartenant au vaste groupe des protéines 
hnRNP. Parmi les mieux étudiées, hnRNP A 1 est une protéine abondante possédant 2 
domaines de liaison à l' ARN du type RRM et un domaine riche en glycine. Cette 
protéine réprime l'épissage dans plusieurs ARN pré-messagers, dont FGFR2, Tat etc-
Src (DEL GATTO-KONCZAK et al., 1999; ZHU et al., 2001; ROOKE et al., 2003) 
par association à des ESS ayant des séquences similaires à la séquence consensus 
UAGGGA/U (BURD & DREYFUSS, 1994). Les protéines très similaires hnRNP H 
et hnRNP F peuvent également agir comme inhibiteurs de l' épissage en reconnaissant 
des ESS riches en G (CHEN et al., 1999; JACQUENET et al., 2001; CAPUTI & 
ZAHLER, 2001). Dans plusieurs cas, l'action des protéines hnRNP liées aux ESS 
s'oppose à l'effet des protéines SR associées aux ESE adjacents et le patron 
d'épissage résultant dépend de l'équilibre entre ces deux éléments (EPERON et al., 
2000). 
1.4.2.2 Les éléments régulateurs introniques 
Des séquences situées dans des introns peuvent également être impliquées 
dans la régulation positive ou négative de l'épissage alternatif (ISE ou ISS). Ces 
éléments régulateurs sont souvent situés dans la région riche en pyrimidines du site 
d'épissage 3' ou près du site de branchement ou du site d'épissage 5', mais peuvent 
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aussi se retrouver à plusieurs centaines de nucléotides de l' exon alternatif (LIM & 
SHARP, 1998; BLACK, 2003). Tout comme les ESE, certains ISE sont reconnus par 
des protéines SR et sont riches en purines, mais d'autres peuvent également être 
riches en pyrimidines (GALLEGO et al., 1997; HASTINGS et al., 2001). D'autres 
ISE, constitués de séquences riches en uridines, sont nécessaires à l'activation de sites 
d'épissage 5' faibles en recrutant, par exemple, la protéine TIA-1 qui favorise 
l'association avec le snRNP Ul (FORCH et al., 2000). Les protéines hnRNP F/H 
peuvent aussi activer l'épissage en association avec certains ISE (CHEN et al., 1999). 
Une des protéines les mieux étudiée pour son rôle dans la régulation négative 
de l'épissage alternatif au niveau des introns est la protéine hnRNP Al. La liaison de 
hnRNP Al à un ISS, ainsi qu'à un ESS adjacent, contribue à l'inhibition de l'épissage 
de l'exon 3 du gène Tat du VIH-1 en bloquant l'association du snRNP U2 avec le site 
de branchement (TANGE et al., 2001). La protéine hnRNP Al est également 
impliquée dans la régulation de l' épissage alternatif de son propre ARN pré-messager. 
La présence de l'exon alternatif 7B dans l' ARNm donne !'isoforme hnRNP AlB, 
tandis que l'absence de cet exon produit la protéine hnRNP Al. La régulation de 
l'inclusion de cet exon nécessite la présence de plusieurs sites de liaison pour hnRNP 
Al situés de part et d'autre de l'exon 7B. La liaison de hnRNP Al à ces sites 
n'empêchant pas la liaison du snRNP Ul au site d'épissage 5', un mécanisme de 
« looping out » est plutôt proposé. Selon ce modèle, les molécules de hnRNP A 1 
flanquant l'exon 7B pourraient multimériser, rapprochant les sites d'épissage distants 
et excluant ainsi la région contenant l'exon (BLANCHETTE & CHABOT, 1999; 
NASIM et al., 2002). Finalement, les protéines SR ASF/SF2 et SRp30c sont aussi 
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responsables de la régulation négative de l' épissage lorsque recrutées au mveau 
d'éléments introniques particuliers (KANOPKA et al., 1996; SIMARD & CHABOT, 
2002). 
En conclusion, le patron d'épissage d'un ARN donné dépend de la position des 
nombreux éléments activateurs et inhibiteurs, de la nature et de la quantité des 
facteurs qui y sont associés, ainsi que de la force et de la position des sites d'épissage 
en compétition (HASTINGS et al., 2001). 
1.4.3 Les protéines associées à la RNP Ro et l'épissage. 
Aucune fonction claire n'étant encore attribuée à la particule complexe qu'est 
la RNP Ro, les recherches se concentrent sur l'étude des composantes protéiques 
isolées. Les protéines identifiées jusqu'à maintenant comme interagissant avec la 
RNP Ro démontrent cependant des rôles cellulaires très variés. Sachant que ces 
protéines peuvent se lier aux séquences correspondant aux ARN h Y se retrouvant 
dans des introns à proximité de sites d'épissage, il est intéressant de noter que parmi 
ces protéines, on en remarque 3 qui seraient impliquées dans le processus de 
l' épissage : PTB, hnRNP K et RoBP 1. 
1.4.3.1 La protéine PTB 
Le protéine PTB est reconnue comme une protéine importante pour la 
répression de l'épissage de plusieurs exons alternatifs. La liaison de PTB à des 
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séquences introniques riches en pyrimidines est impliquée dans la répression de 
l' épissage alternatif de plusieurs exons tissus-spécifiques. Ces sites de liaison sont 
souvent situés dans la région riche en pyrimidines du site d'épissage 3', mais peuvent 
aussi être présents en d'autres endroits sur I' ARN pré-messager. Il a été suggéré que 
la liaison de PTB à la région de polypyrimidine du site d'épissage 3' pourrait 
interférer directement avec la liaison de U2AF et ainsi inhiber la reconnaissance du 
site et l'épissage de l'exon (LIN & PATTON, 1995; SINGH et al., 1995). Un seul 
site de liaison pour PTB peut dans certains cas être nécessaire à la répression d'un 
exon (SHEN et al., 2004). Cependant, dans de nombreux transcrits, plusieurs sites de 
liaison pour PTB situés de part et d'autre de l'ex on régulé sont nécessaires à la 
répression. Par exemple, l' exon Illb du gène FGFR2 est réprimé dans les tissus 
mésenchymateux par les nombreux sites de liaison pour PTB situés des 2 côtés de cet 
exon (CARSTENS et al., 2000; WAGNER & GARCIA-BLANCO, 2002). De même, 
l' exon SM du gène de I' a-actinine peut être réprimé dans tous les tissus excepté les 
tissus musculaires lisses grâce à un réseau de sites de liaison pour PTB autour de 
l'exon (SOUTHBY et al., 1999), et la liaison de PTB aux sites flanquant l'exon Nl du 
gène c-src entraîne la répression de cet exon dans toutes les cellules autres que les 
cellules neuronales (CHAN & BLACK, 1997; CHOU et al., 2000). 
Cependant, le mécanisme de répression par PTB reste en grande partie 
inconnu. Étant donné que la plupart des exons réprimés par PTB sont flanqués par 
des sites de liaison situés dans les 2 introns adjacents et que PTB peut multimériser, il 
a été proposé que les protéines PTB pourraient interagir d'un côté à l'autre de l'exon 
pour créer une zone de silence (WAGNER & GARCIA-BLANCO, 2001), ce qui 
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s'apparente au mécanisme de «looping-out» proposé pour hnRNP Al. Par contre, 
l'action de PTB est nécessaire mais non suffisante à la répression de la plupart de ces 
exons. La présence d'autres éléments de séquence de régulation est souvent 
nécessaire pour obtenir une répression efficace, et il est donc difficile de déterminer le 
rôle précis de PTB. Cependant, une étude récente avance que l'insertion de séquences 
de liaison pour PTB pourrait être suffisante pour la répression d'un exon donné, sans 
avoir l'aide de sites de liaison pour d'autres protéines régulatrices et sans interférer 
directement avec la liaison de U2AF (AMIR-AHMADY, 2005). 
1.4.3.2 La protéine hnRNP K 
La protéine hnRNP K serait impliquée dans l' épissage alternatif du gène de la 
P-tropomyosine du poulet. L' ARN pré-messager transcrit à partir de ce gène contient 
2 exons mutuellement exclusifs : les exons 6A et 6B. Un élément de séquence riche 
en pyrimidines situé dans l'intron à 37 nucléotides en aval de l'exon 6A est nécessaire 
à l'activation de l'épissage de l'exon. Cette séquence régulatrice active l'épissage en 
recrutant le snRNP Ul au site d'épissage 5' de l'exon 6A. La liaison de la protéine 
hnRNP K à cet élément est nécessaire à la reconnaissance de l'exon par un complexe 
d'activation comprenant d'autres protéines, dont PTB (EXPERT-BEZANÇON et al., 
2002). En plus de sa participation dans l'épissage alternatif du gène de la P-
tropomyosine, hnRNP K pourrait tenir d'autres fonctions dans l'épissage par son 
interaction avec différents facteurs d'épissage comme 980, SRp20 et hnRNP L 
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(SHNYREV A et al., 2000). Les évidences concernant le rôle de hnRNP K dans 
l' épissage restent cependant peu nombreuses. 
1.4.3.3 La protéine RoBPl 
La troisième protéine associée aux RNPs Ro et ayant vraisemblablement un 
rôle dans l'épissage est la protéine RoBPl. L'isoforme PUF60 (poly-U binding 
factor-60 kDa) est identifié comme étant un facteur d'épissage général. In vitro, cette 
protéine favorise l'épissage de plusieurs introns, en collaboration avec le facteur 
d'épissage U2AF65 et la protéine SR p54, en facilitant l'association du snRNP U2 
avec l'ARN pré-messager (PAGE-MCCAW et al., 1999). 
D'autres études s'attardent sur l'orthologue de PUF60/FIR/RoBP1 chez la 
drosophile : Hfp. Cette protéine a été décrite comme un facteur d'épissage impliqué 
dans la régulation de l' oogenèse. Contrairement à PUF60 qui semble avoir une 
influence plus générale, Hfp participerait à l'épissage constitutif et alternatif de 
seulement quelques uns des ARN messagers exprimés dans l'ovaire. L'homologue de 
Hfp chez le rat peut lier une courte séquence d' ARN régulatrice nécessaire pour 
l' épis sage alternatif adéquat du gène codant pour le précurseur de la protéine 
amyloïde (APP). La protéine pourrait même interagir directement avec le facteur 
d'épissage U2AF65 (POLEEV et al., 2000). 
45 
2. HYPOTHÈSES ET BUTS 
Levure et RoBPl 
Les particularités biochimiques et immunologiques des RNPs Ro contenant la 
protéine RoBPl suggèrent une fonction particulière. L'identification et l'étude de 
l'homologue fonctionnel de RoBPl chez la levure Saccharomyces cerevisiae pourrait 
permettre la découverte de la fonction des RNPs Ro humaines. 
Pseudogènes h Y 
Il existe une abondance de séquences homologues aux ARNs hY répétées dans 
le génome. La machinerie de rétrotransposition de l'élément LI pourrait avoir été 
utilisée pour la mobilisation de ces séquences. Cette rétrotransposition laisse des 
caractéristiques identifiables dans le génome. L'analyse bioinformatique approfondie 
des séquences h Y génomiques pourrait permettre de découvrir leur origine. La 
localisation génomique de ces séquences pourrait aussi pointer vers une fonction 
possible. 
h Y et épissage 
Des protéines interagissant avec les RNPs Ro seraient également impliquées 
dans l'épissage (PTB, hnRNP K et RoBPl). Des séquences homologues aux ARN hY 
se retrouvant dans des introns près de sites d'épissage pourraient recruter ces 
protéines et ainsi moduler l'épissage. Nous avons donc introduit des séquences 
correspondant aux ARNs hY dans les introns de modèles d'épissage alternatif 
(hnRNP Al et Bcl-x) pour vérifier leur impact sur l'épissage. 
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3. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
3.1. Manipulations de base de l' ADN 
3.1.1 Culture bactérienne et transformation de plasmides 
Les bactéries de la souche Escherichia coli DH5a sont rendues compétentes 
par une méthode utilisant le chlorure de calcium (AUSUBEL et al., 1993), puis 
congelées à -80°C jusqu'à leur utilisation éventuelle. La transformation des 
plasmides en bactéries est réalisée par choc thermique et se déroule de la façon 
suivante. Premièrement, 25 à 1 OO µl de bactéries compétentes sont incubées sur 
glace en présence du plasmide d'intérêt pendant 20 min. Elles sont ensuite incubées 
pendant 90 sec. à 42°C puis laissées sur glace pendant 90 sec. Un volume de 500 µl 
de milieu LB (Luria-Bertani) stérilisé à l'autoclave est ajouté et le tout est incubé 
pendant 30 min. à 37°C. Le milieu de culture est ensuite retiré par centrifugation et le 
culot bactérien est resuspendu dans 1 OO µl de milieu LB. Les bactéries sont ensuite 
étalées dans des boîtes de pétris contenant du milieu autoclavé LB auquel on a ajouté 
1,5% d'agar et 50 µg/ml d'ampicilline. Les pétris sont ensuite incubés durant une nuit 
(environ 16 heures) à 37°C pour permettre la croissance des bactéries transformées. 
3.1.2 Purification de plasmides 
Les colonies contenant le plasmide d'intérêt sont repiquées et ensemencées 
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dans un milieu LB liquide autoclavé contenant de l'ampicilline. La culture 
bactérienne croît pendant une nuit à 37°C sous agitation à 225 tours/min., puis les 
plasmides sont isolés par la méthode de lyse alcaline (SAMBROOK et al., 1989) ou 
par une variante du protocole (LE GOUILL et al., 1994). 
3.1.3 Visualisation d' ADN sur gel d'agarose 
Tous les fragments d' ADN (plasmides, produits de PCR et produits de 
digestion enzymatique) sont visualisés par électrophorèse sur gel d'agarose 0,8-2% 
(SOUTHERN, 1979). La taille des fragments d'ADN est estimée en faisant migrer 
parallèlement un marqueur de poids moléculaire de lkb ou 100 pb (New England 
Biolabs). La migration de l'ADN est effectuée à 100-120 V pendant 30-60 min dans 
un tampon TAE (40 mM Tris-acétate, 1 mM EDTA). Le gel d'agarose est ensuite 
incubé dans du tampon TAE contenant 1 mg/ml de bromure d'éthidium, puis il est 
soumis à un rayonnement ultraviolet de 254 nm pour visualiser les bandes d' ADN. 
3.1.4 Isolement de bandes d' ADN, digestion enzymatique et ligation 
La bande contenant l'ADN d'intérêt est excisée du gel d'agarose suite à son 
identification sous rayonnement ultraviolet. L' ADN est ensuite extrait du gel et 
purifié à l'aide de la trousse Q!Aquick Gel Extraction Kit (Qiagen Inc.) en suivant les 
recommandations du fabricant. Les conditions utilisées pour les digestions 
enzymatiques sont celles suggérées par les manufacturiers (Amersham Biosciences ou 
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New England Biolabs). Suite à une digestion enzymatique, le plasmide d'intérêt peut 
être traité à la phosphatase alcaline intestinale de veau (Amersham Biosciences) en 
suivant les recommandations du fabriquant. La ligation d'un insert dans un plasmide 
a été réalisée en utilisant la trousse Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics) ou la 
T4 DNA Ligase (New England Biolabs) selon les recommandations du fabriquant. 
3.1.5 Amplifications par PCR 
Les réactions de PCR ont été effectuées dans un appareil Perkin-Elmer 9600 
(Applied Biosystems). Chaque amplification par PCR a été réalisée, sauf avis 
contraire, dans un volume total de 50 µl en utilisant 25-500 ng d' ADN comme 
matrice, 500 nM des amorces 5' et 3' (Gibco BRL/Life technologies), 0.2 mM de 
dNTP (Amersham Biosciences), 2,5 unités de Pwo DNA polymerase (Roche 
Diagnostics) ou de Taq DNA polymerase (New England Biolabs) et le tampon fourni 
par le fabriquant, selon les recommandations. La température d'élongation est de 
72°C et la température d'appariement est de 5°C en dessous du Tm des amorces. Le 
temps d'élongation est de 1 min. par kilobase du produit à obtenir. 
Levure et RoBPl 
3.2 Souches de levure utilisées 
La souche de levure à partir de laquelle sont construites les autres souches 
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utilisées dans ce projet est la souche Saccharomyces cerevisiae BY4705 
(BRACHMANN et al., 1998) et est fournie gracieusement par le Dr Raymund 
Wellinger (Département de microbiologie, Université de Sherbrooke). La souche 
diploïde possède le génotype MATa/MATa, ade2/)..::HISG/ade2/)..::HISG, his3-
f),.200/his3-f),.200, leu2-f),.0/leu2-f),.0, lys2-f),.0/lys2-f),.0, met] 5-f),.0/metl 5-f),.0, trpl-
f),.63/trpJ-f),.63 et ura3-f),.0/ura3-f),.0. Cette souche est utilisée pour la formation des 
souches de délétion. La souche de levure dépendante de RoBP 1 crée par Jim 
Boulanger (1 ère génération) fut construite à partir de la souche haploïde BY4705 
MATa. Cette souche inclut le plasmide pCu4X6/RoBP1, contenant les marqueurs de 
sélection URA3 et ADE2, et permettant l'expression de la protéine RoBPl. La 
souche dépendante de RoBPl utilisée dans ce projet est de 2e génération, car elle est 
issue d'un rétrocroisement avec la souche haploïde BY4705 MATa. La souche 
Saccharomyces cerevisiae BY4704, utilisée comme contrôle dans certaines 
expériences, possède le génotype MATa, ade2/)..::HJSG, his3-f),.200, leu2-f),.0, lys2-f),.0, 
metl5-f),.0 et trpJ-f),.63. 
3.3 Culture des levures 
Les levures sont habituellement cultivées à une température de 30°C en phase 
solide ou liquide et les milieux utilisés peuvent être riches ou restrictifs (ROSE et al., 
1990). Plus spécifiquement, le milieu de culture YEPD (yeast extract peptone 
dextrose) est un milieu riche composé de 1 Og/L de yeast extract (Difco ), 20g/L de 
bacto-peptone (Fisher Scientific Ltd) et 2% de dextrose, à pH 5,8. Le dextrose, 
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préalablement filtré à l'aide d'un filtre de 0,22µm (Millipore), est ajouté au milieu 
après stérilisation à l'autoclave sous la forme d'une solution concentrée à 40%. 
Le milieu synthétique minimal SD est constitué de 1,2g/L de la base azotée 
YNB (yeast nitrogen base) sans sulfate d'ammonium ni acides aminés (Difco), 5g/L 
de sulfate d'ammonium, 10 g/L d'acide succinique, 6g/L de NaOH et 2% de dextrose. 
Le milieu synthétique complet SC, aussi appelé Y c ou « Drop out », est obtenu en 
supplémentant le milieu minimal du mélange d'acides aminés approprié (SHERMAN 
et al., 1986). Les acides aminés suivants sont présents à la concentration de 0,05 g/L : 
aspartate, histidine, isoleucine, méthionine, phénylalanine, proline, sérine, tyrosine et 
valine, tandis que les acides aminés suivants sont présents à la concentration de 0, 1 
g/L : adénine, arginine, cystéine, leucine, lysine, thréonine, tryptophane et uracile. En 
omettant un ou plusieurs acides aminés dans la composition de ce mélange, on obtient 
un milieu restrictif. La croissance sur milieu restrictif est employée pour la sélection 
des levures selon leurs besoins nutritionnels particuliers. Par exemple, un milieu 
restrictif dépourvu de leucine, nommé Yc-Leu, ne permettra pas la croissance des 
souches de levures auxotrophes pour cet acide aminé. 
La forme solide de ces différents milieux peut être obtenue en ajoutant 1,5-2% 
de bacto-agar (Difco) au milieu liquide avant stérilisation à l'autoclave. 
3.4 Transfert de levures d'un Pétri à un autre (replica plating) 
Dans certaines expériences où il est nécessaire de transférer plusieurs cultures 
d'une gélose à une autre pour tester des caractéristiques comme les besoins 
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nutritionnels ou le mating-type, la méthode du « replica plating » est utilisée. Cette 
méthode permet de reproduire le patron de croissance d'un Pétri à un autre. Un 
cylindre en acier au diamètre légèrement inférieur à celui d'une boîte de Pétri est 
recouvert d'une membrane de velours préalablement stérilisée à l'autoclave. Un 
anneau élastique maintient le velours sur le cylindre. La boîte de Pétri maîtresse, 
contenant les différentes cultures/colonies à transférer, est inversée sur le velours ainsi 
disposé. Pour que des levures adhèrent au velours, une légère pression est exercée sur 
le Pétri avant de le retirer. Le patron de croissance des levures laissé sur le velours est 
transféré sur un ou plusieurs autres Pétris en les inversant à leur tour sur le velours. 
3.5 Vérification de la capacité respiratoire des levures 
Pour vérifier la capacité respiratoire de la souche de levure dépendante de 
RoBPI, on l'étale sur un milieu dont la seule source de carbone est le glycérol, qui est 
non-fermentable. Le milieu utilisé (YEPG) est composé de 3% de glycérol comme 
source de carbone, 1 Og/L de yeast extract, 20g/L de bacto-peptone, et 1,5% de bacto-
agar. L'absence de croissance sur ce milieu après 5 jours d'incubation à 30°C indique 
un défaut au niveau de l'activité mitochondriale. 
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3.6 Rétrocroisement de la souche de levure dépendante de RoBPl 
3.6.1 Croisement des levures 
Une colonie fraîche de la souche dépendante de RoBPl est mélangée sur 
gélose YEPD avec une colonie fraîche de la souche BY4705 MATa. Après une 
incubation à 30°C pendant toute la nuit, une gélose Y c-Ura est striée par épuisement à 
partir du mélange des deux souches et incubée pendant 48h à 30°C. 
3.6.2 Identification des diploïdes 
La ploïdie des colonies obtenues est confirmée par croisement avec les 
souches-test haploïdes Pta (MATa) et Pta (MATa). Ces souches-test possèdent les 
marqueurs nutritionnels qui sont absents chez les 2 souches accouplées précédemment 
(ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET15, TRPl et URA3), mais sont auxotrophes pour 
l'isoleucine. Les colonies de levures diploïdes, incapables de s'accoupler avec les 
souches-test, ne peuvent pas acquérir les marqueurs et ne pourront donc pas croître 
sur un milieu minimal. De façon détaillée, une culture de 5 ml de chaque souche-test 
est ensemencée à l'aide de colonies fraîches et incubée pendant toute la nuit à 30°C. 
Un volume de 150 µl de culture de chaque souche-test est étalé sur la surface de deux 
géloses YEPD. Les 2 Pétris sont incubés à 30°C pendant toute la nuit pour obtenir un 
tapis de levures. Les colonies obtenues après le premier croisement sont à leur tour 
croisées par « replica plating » sur un milieu YEPD avec les tapis de souches-test Pta 
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et Pta. Après une incubation pendant toute la nuit à 30°C, les Pétris sont transférés 
sur un milieu minimal et l'incubation est poursuivie pendant une autre nuit. Les 
colonies incapables de croître sur ce milieu sont diploïdes. Les colonies apparaissant 
sur ce milieu minimal sont des levures haploïdes ne s'étant pas accouplées 
initialement. 
3.6.3 Sporulation des levures 
Pour récupérer une levure haploïde dépendante de RoBPl, il s'agit de faire 
sporuler les levures diploïdes obtenues et de sélectionner les spores ayant conservé la 
dépendance. Il est possible d'induire la méiose et la formation de spores chez les 
levures diploïdes en les faisant croître dans un milieu pauvre en azote et en carbone. 
Un volume de 5 ml de milieu YEPD est ensemencé avec une colonie fraîche de la 
souche de levure à faire sporuler. La culture est incubée avec agitation à 30°C jusqu'à 
saturation, correspondant à une concentration d'environ 2x108 cellules/ml. Un 
volume de 500 µl de cette culture (lx108 cellules) est transféré dans un autre tube et 5 
ml d'eau stérile y sont ajoutés. Après centrifugation, le culot de levures est lavé à 2 
autres reprises avec 5 ml d'eau stérile. Les levures sont resuspendues dans 5 ml de 
milieu de sporulation qui est constitué de 0,5% d'acétate de potassium et de 4 µg/ml 
des acides aminés suivants : histidine, leucine, lysine, méthionine et tryptophane. La 
culture est incubée avec agitation à 23°C pendant 5-7 jours et la présence de spores est 
vérifiée par observation directe sur une lame au microscope. Les 4 spores 
apparaissent alors groupées sous forme de tétrades contenues dans un asque. 
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3.6.4 Microdissection des spores 
Les spores peuvent être récupérées individuellement par microdissection. Un 
volume de 1 ml de la culture de levure en sporulation est centrifugé dans un eppendorf 
stérile et le culot est lavé avec 1 ml d'eau stérile. Le culot de levures est resuspendu 
dans 50 µl d'une solution de zymolyase permettant la digestion de la paroi cellulaire 
(5 µl de zymolyase 0,5 mg/ml et 45 µl de sorbitol 1 M). Les levures sont incubées 
dans cette solution pendant 10 min. à la température de la pièce et sont ensuite mises 
sur glace. Un volume de 20 µl est ensuite déposé en une courte ligne à une extrémité 
d'une gélose YEPD. L'appareil MSM micromanipulator (Singer Instruments) est 
utilisé pour séparer les 4 spores issues d'une cellule diploïde et les disposer 
convenablement sur le Pétri (Figure 4). Le Pétri est ensuite incubé à 30°C jusqu'à ce 
que les spores forment des colonies. 
3.6.5 Analyse des spores 
Pour identifier le type sexuel des spores obtenues, on les croise sur milieu 
YEPD par « replica plating » avec les souches-test Pta et Pta, comme décrit 
précédemment pour la détection de levures diploïdes après croisement. Les colonies 
issues de spores MATa s'accouplent seulement avec la souche Pta et pourront de cette 
façon croître sur milieu minimal. La même analyse est faite avec les spores MATa. 
Les spores obtenues sont ensuite transférées sur des géloses Yc-Ura et 5'FOA par 
« replica plating » afin de sélectionner une souche toujours dépendante de RoBP 1. 
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20 µI de culture 
de levure en 
sporulation 
Tétrade 1 Tétrade 2 
• Spore A • A 
• Spore B • B 
• Spore C • c 





Pétri de microdissection 
Figure 4 : Représentation de la méthode de microdissection des tétrades. 
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Les spores sont également transférées sur gélose YEPG pour vérifier leur 
capacité respiratoire. 
3.7 Construction des plasmides pRS313/CAF4 et pRS313/UBC5 
Deux des gènes susceptibles d'être les homologues de RoBPl chez la levure, 
CAF4 et UBC5, ont été sous clonés dans le plasmide pRS313 à partir des plasmides 
pGAD424~prom~GAL4/CAF4 (mémoire de Jim Boulanger) et 
pGAD424~prom~GAL4/UBC5. Le plasmide pGAD424~prom~GAL4/CAF4 est 
digéré séquentiellement avec les enzymes de restriction EcoRJ et Smal et le plasmide 
pGAD424~prom~GAL4/UBC5 avec les enzymes EcoRI et Ml.ul. Les fragments 
d' ADN correspondant à CAF4 et à UBC5 sont isolés par électrophorèse sur gel 
d'agarose et purifiés. Les extrémités du fragment UBC5, produites par les digestions 
enzymatiques, ont été enlevées pour créer des bouts francs en utilisant la Klenow 
(New England Biolabs) selon les recommandations du fabriquant. 
Le plasmide pRS313 est digéré séquentiellement avec les enzymes de 
restriction EcoRJ et Smal, d'une part, et seulement avec l'enzyme Smal, d'autre part. 
Ces plasmides digérés sont isolés par électrophorèse sur gel d'agarose et purifiés. Les 
plasmides ainsi linéarisés sont ensuite traités à la phosphatase alcaline intestinale de 
veau. L'insert contenant CAF4 est ligué avec le plasmide pRS313 digéré EcoRI/Smal 
et l 'insert contenant UBC5 est ligué avec le plasmide pRS313 digéré Smal. Les 
produits de ligation sont transformés en bactéries. Les plasmides issus des 
transformants obtenus sont digérés séquentiellement avec les enzymes de restriction 
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EcoRI et Smal, pour confirmer la présence de l'insert CAF4, et avec les enzymes 
EcoRI et BamHJ, pour confirmer la présence de l'insert UBC5. Les produits de 
digestion sont séparés par électrophorèse sur gel d'agarose pour vérifier leur taille. 
3.8 Tests de complémentation 
Afin de déterminer quels gènes de levure peuvent remplacer la fonction de 
RoBPI dans la levure dépendante de RoBPI, des tests de complémentation sont 
effectués. Brièvement, le plasmide contenant le fragment d' ADN à tester est 
transformé dans la levure dépendante de RoBPI. Ce fragment d'ADN peut 
complémenter pour la perte de RoBPl s'il permet la croissance de la levure 
dépendante de RoBPl sur un milieu 5'FOA qui force le rejet du plasmide contenant 
RoBPI. 
3.8.1 Plasmides utilisés pour les tests de complémentation 
Les plasmides utilisés dans les expériences de complémentation sont les 
plasmides pRS313, pRS313/UBC5, pRS313/CAF4, p366/chrlV, p366/chrXI, 
p366~UBC5, p366~chrlV, p366~chrXI et pGADGH/RoBPI. Les plasmides p366 et 
pGADGH possèdent le marqueur LEU2, tandis que le plasmide pRS3 l 3 possède le 
marqueur HIS3. Les plasmides p366/chrIV et p366/chrXI ont été récupérés de la 
bibliothèque génomique de Saccharomyces cerevisiae par complémentation (mémoire 
de Jim Boulanger). Les plasmides p366~UBC5, p366~chrIV et p366~chrXI ont été 
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construits en enlevant le gène UBC5 ou les fragments de chromosome IV ou XI des 
plasmides p366/chrIV et p366/chrXI. Le plasmide pGADGH contient I' ADNc de 
RoBP 1 recueilli par RIT A (BOUFF ARD et al., 2000). 
3.8.2 Transformation de plasmides dans les levures 
La transformation de plasmides dans les levures est effectuée en utilisant une 
technique de perméabilisation de la paroi cellulaire avec l'acétate de lithium (GIETZ 
& WOODS, 2002). Une colonie fraîche sur Pétri de la levure dépendante de RoBPl 
est piquée pour ensemencer 2 ml de milieu de culture YEPD. La croissance des 
levures est poursuivie avec agitation à 30°C jusqu'à ce que la culture soit en phase 
stationnaire, à une densité optique de plus de 1,5 à une longueur d'onde de 600nm 
(D.0.6oo). Un volume de 0,1 ml de cette culture mère est utilisé pour ensemencer 10 
ml de milieu de culture YEPD. Lorsque cette nouvelle culture atteint une D.0.600 
d'environ 0,680, soit une concentration d'environ lx107 cellules/ml, le milieu de 
culture est retiré par centrifugation et le culot de levures est lavé dans 5 ml d'eau 
stérile. Le culot de levures est ensuite lavé dans un tube eppendorf avec 1 ml de Tris-
EDT A (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). Un troisième lavage est effectué 
avec 800 µIde TE/LiAc (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM et LiAc 0,1 M) et le 
culot est resuspendu dans 50 µl de TE/LiAc pour obtenir une concentration d'environ 
2x109 cellules/ml. À ces levures maintenant compétentes sont ajoutés 1 µg du 
plasmide à transformer, 50 µg d' ADN de sperme de saumon préalablement bouilli et 
300 µI d'une solution de PEG4000 40% dans du TE/LiAc. Le mélange est incubé à 
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30°C avec agitation pendant 30 min. Un choc thermique est ensuite effectué à 42°C 
pendant 15 min. Les levures sont récupérées par centrifugation et le culot est 
resuspendu dans 1 ml de tampon TE. Les levures sont ensuite étalées sur des Pétris 
contenant les milieux restrictifs appropriés et la croissance est poursuivie à 30°C 
jusqu'à l'apparition des colonies de levures transformées (5-10 jours). Le maintien 
d'un plasmide dans une souche est assuré s'il fournit à la levure la capacité de 
produire un nutriment pour lequel elle est auxotrophe. De plus, la souche doit être 
cultivée sur un milieu dépourvu de ce nutriment pour assurer le maintien. 
3.8.3 Croissance sur milieu 5'FOA 
Les colonies transformées sont ensuite transférées par « replica plating » sur 
une gélose 5'FOA. Les Pétris sont incubés à 30°C jusqu'à l'apparition des colonies 
(5-10 jours). Les plasmides permettant la croissance sur ce milieu complémentent 
pour la perte de RoBP 1. 
Le milieu 5'FOA est préparé en mélangeant 1,4g/L de la base azotée YNB sans 
sulfate d'ammonium ni acides aminés, 5g/L de sulfate d'ammonium, les quantités 
d'acides aminés pour obtenir les concentrations appropriées et 2% de bacto-agar 
(ROSE et al., 1990). Afin d'obtenir un pH final d'environ 6, il est nécessaire 
d'ajouter une goutte de NaOH ION au mélange, car l'ajout de 5'FOA après 
l'autoclave acidifiera significativement le milieu. Après stérilisation à l'autoclave, le 
milieu est placé dans un bain à 65°C et, lorsqu'il est suffisamment refroidi, 2% de 
glucose filtré et lg/L de 5'FOA (American Biorganics Inc.) y sont ajoutés. Afin de 
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bien dissoudre le 5'FOA, le milieu est agité pendant 45 min. à 65°C avant d'être coulé 
dans des boîtes de Pétri. 
3.9 Création de levures dont les gènes CAF4 et/ou UBC5 ont été supprimés 
Le gène UBC5 et le gène CAF4 sont supprimés individuellement dans la 
souche de levure BY4705. La souche contenant la délétion des 2 gènes à la fois a été 
créée à partir de la souche dont le gène UBC5 a été supprimé. La délétion des gènes 
est effectuée selon une méthode de transformation de fragments d' ADN générés par 
PCR (BAUDIN et al., 1993). Brièvement, un marqueur de sélection est amplifié par 
PCR en utilisant 2 oligonucléotides contenant chacun une portion homologue aux 
séquences situées de part et d'autre du gène à cibler. Lorsque transformé en levure, ce 
marqueur de sélection viendra remplacer le gène ciblé par recombinaison homologue. 
3.9.1 Construction des fragments de délétion 
Le marqueur de sélection LEU2 utilisé pour la délétion du gène UBC5 est 
amplifié par PCR à partir du plasmide pGAD424 avec les amorces UBC5-Leu-F (5'-
TTG AAA AGT CAT TTT CTG CTC ACC ACC CTC AAC T AA ACT AAA AA T 
GTC TGC CCC TAA GAA-3') et UBC5-Leu-R (5'-GAG GAA GGT AAG TCT ACA 
CAA TTT ATC CGT TAG CCC AAA TTA ATC CCC TAC CCT ATG AAC-3'). La 
portion 3' de ces amorces sert à l'amplification de LEU2 et la portion 5' est constituée 
de séquences de 40 nucléotides homologues aux régions flanquant le gène 
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UBC5. Le marqueur de sélection TRPI utilisé pour la délétion du gène CAF4 est 
amplifié par PCR à partir du plasmide pRS314 avec les amorces CAF4-Lys-R (5'-
TGG AAA AAA AAA ATA GCT GTG CGG TAT TTC ACA CCG-3') et CAF4-
Lys-F (5'-AAA AAA GTA AGA TTG TAC TGA GAG TGC AC-3'). La portion 3' 
de ces amorces sert à l'amplification de TRPI et la portion 5' est constituée de 
séquences de 40 nucléotides homologues aux régions flanquant le gène CAF4. Le 
marqueur de sélection HIS3 utilisé pour la délétion du gène CAF4 dans la souche 
~UBC5 est amplifié par PCR à partir du plasmide pRS313 avec les amorces CAF4-
Lys-R et CAF4-Lys-F. Les fragments de délétion sont isolés par électrophorèse sur 
gel d'agarose et purifiés. 
3.9.2 Transformation de fragments de délétion et sélection des clones positifs 
La transformation des fragments de délétion dans les levures est effectuée de 
la même façon que la transformation de plasmides décrite précédemment. Les 
fragments de délétion LEU2 et TRP 1 sont transformés individuellement dans la levure 
BY4705 diploïde et le fragment de délétion HIS3 est transformé dans la levure 
diploïde dont le gène UBC5 a été supprimé précédemment. Après transformation, les 
levures sont étalées sur les milieux restrictifs appropriés (Y c-Leu, Y c-Trp ou Y c-Leu-
His ). La croissance est poursuivie à 30°C jusqu'à l'apparition des colonies. 
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3.9.3 Vérification des délétions 
3.9.3.1 Préparation de l' ADN génomique des levures 
L'extraction d' ADN génomique des levures est effectuée à l'aide d'une 
technique utilisant l'agitation de billes de verre pour briser physiquement les parois 
cellulaires (HUBERMAN et al., 1987; WELLINGER et al., 1993). Une colonie 
fraîche est piquée pour ensemencer 5 ml du milieu de culture YEPD. Après une 
croissance à 30°C pendant 16-20h, les levures sont lavées avec de l'eau stérile et 
resuspendues dans 500 µl de tampon de lyse (Tris 0, 1 M, EDT A 50 mM et SDS 1 %, 
pH 8,0). Le mélange est transféré dans un tube de verre de 13x100 mm. Des billes de 
verre préalablement lavées à l'acide nitrique sont ajoutées jusqu'à environ 2 mm du 
ménisque et le tout est conservé sur glace. Après avoir mélangé au vortex pendant 30 
sec., 25 µl de NaCl 5 M sont ajoutés. L'agitation au vortex pendant 30 sec. est 
répétée 2 fois et le tube est ensuite laissé à la température de la pièce pendant 3 min. 
Le surnageant est transféré dans un tube eppendorf et 2 extractions successives avec 
400 µl de phénol/chloroforme sont effectuées. Pour précipiter l' ADN, le surnageant 
est mélangé au vortex avec 1 ml d'éthanol 100% froid et laissé à -80°C pendant 20 
min. L'ADN est précipité par centrifugation pendant 15 min. à 4°C. Le culot séché 
est resuspendu dans 50 µl de TE et 5 µl de RNase A concentrée à 5mg/ml et est 
incubé pendant 30 min. à 37°C. L' ADN est incubé pendant lh à 37°C en présence de 
150 µl de TNE (Tris 10 mM, NaCl 100 mM et EDTA 1 mM) et 5 µl de protéinase K 
concentrée à 10 mg/ml. Deux extractions successives avec 200 µl de 
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phénoVchloroforme et une avec 200 µl de chloroforme sont effectuées. L' ADN est 
mélangé avec 2 volumes d'éthanol 100%, incubé 20 min. à -80°C et précipité par 
centrifugation. Le culot d' ADN est resuspendu dans 50 µl de tampon TE. 
3.9.3.2 Vérification des délétions par PCR 
L'insertion des marqueurs de sélection au niveau d'un des 2 allèles des gènes 
cibles est confirmée par PCR (Figures 5 et 6). La paire d'amorces utilisée pour la 
vérification de la délétion de CAF4 sont les amorces CAF4-3For (5'-CTG ACG AAA 
ATG GCA TGG-3') et CAF4-2Rev (5'-GGA CTG GAA TTC GAT ATT TCC TTT 
GTC CTA A-3'). La paire d'amorces utilisée pour la vérification de la délétion de 
UBC5 sont les amorces For-UBC5 (5'-TAA TGG TCA GAA TGG GCG CT-3') et 
Rev-UBC5 (5'-GGA GGT AGT TGC CAC TGC GA-3'). Les produits de PCR sont 
séparés par électrophorèse sur gel d'agarose et leur taille est analysée. 
3.9.4 Sporulation, microdissection et analyse des spores 
La sporulation des souches diploïdes dans lesquelles un des 2 allèles des gènes 
cibles est supprimé et la microdissection des tétrades sont effectuées tel que décrit 
précédemment. Pour identifier les levures haploïdes dans lesquelles les gènes UBC5 
et/ou CAF4 sont remplacés par un marqueur de sélection, les spores sont transférées 
par « replica plating » sur les milieux restrictifs appropriés (Y c-Leu, Y c-Trp ou Y c-




{ ____. Allèle 1.1 kb sauvage UBC5 +--
Rev-UBCS 
For-UBCS ____. 











CAF4-3For { ____. Allèle TRP1 1.5 kb muté +--
CAF4-2Rev 
Figure 5 : Vérification des délétions simples UBCS et CAF4 par PCR 










CAF4-3For { --+ Allèle HIS3 1.7 kb muté +--
CAF4-2Rev 
Figure 6: Vérification de la délétion CAF4 dans la souche AUBCS par PCR 
Les flèches représentent les amorces utilisées pour le PCR. 
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Pseudogènes h Y 
3.10 Recherche de séquences homologues 
Les séquences homologues aux gènes codant pour les 4 ARNs h Y sont 
recherchées dans le génome humain (NCBI build 34.1) en utilisant l'outil 
MegaBLAST (ZHANG et al., 2000) disponible sur le site internet de NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). La recherche est effectuée chez l'organisme 
Homo sapiens dans la base de données comprenant uniquement les séquences des 
chromosomes assemblés. Afin de maximiser le nombre de résultats, le paramètre 
« word size » est établi à 11 et le nombre de descriptions est établi à 1000. Les autres 
paramètres utilisés sont les paramètres par défaut. Le filtre de faible complexité est 
utilisé, mais les répétitions humaines ne sont pas masquées pour éviter de filtrer les 
pseudo gènes h Y. 
Les résultats obtenus sont ensuite filtrés selon 2 critères de sélection de taille et 
d'homologie très stricts, pour limiter au maximum la probabilité d'obtenir une 
séquence simplement par chance (faux positif). De façon plus précise, seules les 
séquences étant à la fois (1) d'une taille supérieure ou égale à 50% de la taille de 
l'ARN hY correspondant (i.e 2: 42-56 nt) et (2) plus de 75% identiques à la séquence 
de l' ARN h Y correspondant sont conservées pour être analysées. La même procédure 
est utilisée pour la recherche de séquences homologues à d'autres petits ARN non-
codants. Sachant qu'il n'y a qu'une chance sur 300 d'avoir 2 séquences aléatoires de 
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20 nt identiques dans le génome humain, il se peut que les critères stringeants utilisés 
aient menés à une sous-estimation du nombre de séquences dérivées des ARNs h Y. 
L'outil de recherche BLAT (KENT, 2002), disponible sur internet 
(http://genome.cse.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat), est utilisé pour la comparaison des 
pseudogènes Y entre les différentes espèces. La séquence des pseudogènes h Y 
trouvés dans le génome humain, ainsi que les 500 nucléotides flanquants, est 
récupérée et utilisée pour la recherche de séquences homologues dans le génome du 
chimpanzé (Pan troglodytes; NCBI build 1 version 1). 
3.11 Analyse de variation de séquence 
Les pseudogènes h Y retrouvés dans le génome humain sont alignés 
séquentiellement avec la séquence du gène de l' ARN h Y correspondant en utilisant 
l'outil Matcher (http://www.sanger.ac.uk). Les variations entre les séquences des 
pseudo gènes et des ARN s h Y sont analysées et le pourcentage de mutation pour une 
position donnée est calculé. Les positions dont le pourcentage de variation dévie par 
plus de 2 fois l'écart-type du pourcentage moyen de variation sont analysées de façon 
plus approfondie. Pour cette statistique, seulement les pseudogènes contenant un 
nucléotide à cette position spécifique sont considérés. Par exemple, un pseudogène 
tronqué de 12 nucléotides à son extrémité 5' n'est pas utilisé pour les statistiques de la 
position 8. 
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3.12 Contenu en GC 
La séquence des 5 kb flanquant chaque pseudogène h Y trouvé est récupérée et 
le pourcentage des séquences en GC est calculé. La composition en GC des 
pseudogènes est également déterminée. 
3.13 Localisation des pseudogènes 
Les pseudo gènes h Y sont localisés dans le génome humain en utilisant 
ENSEMBL (http://www.ENSEMBL.org/Homo sapiens; version I8.34.I). Les 
positions de chaque pseudogène h Y sur les chromosomes, attribuées par la recherche 
avec l'outil megaBLAST, sont utilisées pour rechercher des éléments caractéristiques 
dans la base de données de ENSEMBL. Les éléments caractéristiques récupérés sont 
classifiés en 3 groupes : exon, intron et intergénique. L'orientation des pseudogènes 
hY trouvés dans des gènes, comparativement à l'orientation du gène lui-même, est 
déterminée manuellement. 
3.14 Analyse des signatures de rétrotransposition 
En se basant sur les signatures caractéristiques laissées par une 
rétrotransposition par LI (Figure I6), un programme (RTAnalyser) créé par Jean-
François Lucier évalue la probabilité de rétrotransposition par la machinerie LI pour 
un pseudogène donné. Cette probabilité est exprimée par le RetroScore. Après que 
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les extrémités 5' et 3' des pseudogènes h Y soient correctement identifiées, le 
programme RTAnalyser utilise Matcher (http://www.sanger.ac.uk) pour identifier les 
TSDs de chaque côté des pseudogènes. Une queue poly(A) est également recherchée 
entre l'extrémité 3' du pseudogène hY et le TSD en 3'. Le site consensus de coupure 
par l' endonucléase LI est recherché à l'extrémité 5' du pseudo gène h Y, avec 4 
nucléotides chevauchant le TSD. Le poids des TSDs dans le RetroScore est le plus 
important (60% du maximum) car ils représentent le trait le plus caractéristique des 
éléments rétrotransposés par LI. La queue poly(A) compte pour 30% du RetroScore, 
car bien qu'elle soit souvent retrouvée dans la signature de rétrotransposition par LI, 
elle tend à raccourcir avec le temps. De plus, les séries d'adénines sont courantes 
dans le génome. Le site consensus de coupure par l' endonucléase LI représente 
seulement 10% du RetroScore car il s'agit d'une courte séquence relativement peu 
conservée. Dans certains cas où les TSDs potentiels sont riches en séquences 
répétitives, des ajustements manuels sont requis. 
La formule utilisée pour calculer le RetroScore est divisée en 3 parties, 
chacune mesurant séparément le pointage de la queue poly(A), des TSDs et du site de 
coupure consensus. Le RetroScore est calculé ainsi: [A (5°'1LA)-if] + [(100LTSD)/I5 
-(13M + 26G)- (10°'1 5DTSD)- (23°DTSD)] + (lOSrreq-DT). A représente la proportion 
d'adénines dans la queue poly(A), LA la taille de la queue poly(A) et DA la distance 
(en nucléotides) entre l'extrémité 3' du pseudogène hY et la queue poly(A). LTSD 
représente la taille des TSDs, M le nombre de mésappariements et G le nombre 
d'espacements (gap) entre les 2 TSDs, s·DTSD est la distance entre l'extrémité 5' du 
pseudogène hY et le TSD, et 3·DTSD la distance entre l'extrémité 3' de la queue 
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poly(A) et le TSD. Sfreq est la fréquence relative d'une séquence donnée comme site 
cible de l' endonucléase L 1 ( JURKA, 1997) et DT la distance entre l'extrémité 5' du 
TSD et le site cible, considérant une superposition de 4 nucléotides. Le pointage 
minimum pour chacune des 3 mesures est zéro. Les séquences poly(A) situées à plus 
de 15 nucléotides du pseudogène h Y ne sont pas considérées. Les multiplicateurs 
sont déterminés arbitrairement en fonction de l'importance relative de chaque variable 
et ajustés par des essais empiriques pour représenter le plus fidèlement ce qu'est un 
vrai événement de rétrotransposition. Par contre, le RetroScore calculé pour certains 
événements de rétrotransposition réels présentant des TSDs très courts ou très 
divergents est relativement faible. Par exemple, seulement 70% d'une sélection 
aléatoire d'éléments Alu obtient un RetroScore supérieur à 40. 
Le pourcentage des pseudogènes h Y tronqués dans leur portion 5' est calculé. 
Seulement les pseudogènes manquant au moins 10% de la séquence h Y en 5' sont 
considérés comme tronqués. 
3.15 Association avec des éléments Alu 
Afin de vérifier s'il existe des pseudogènes h Y chimériques, 500 nucléotides 
de chaque côté des pseudo gènes h Y sont séquentiellement alignés avec les séquences 
de l'élément Alu et de plusieurs autres petits ARNs non-codants (ARNt, snARN Ul-
6, snoARN, micro ARN, ARNr). Occasionnellement, des séquences Alu sont 
suffisamment près des pseudogènes hY pour déplacer un TSD à l'extérieur de la 
fenêtre utilisée pour la première analyse. Dans ces cas, l'analyse des signatures de 
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rétrotransposition est corrigée en tenant compte de cette séquence supplémentaire. 
L'outil RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/ cgi-bin/WEBRepeatMasker) est 
également utilisé pour cette étude. 
h Y et épissage 
3.16. Construction des plasmides 
3.16.1 Modèle d'épissage alternatif hnRNP Al 
Le plasmide 45, fourni gracieusement par le Dr Benoit Chabot (Département 
de microbiologie, Université de Sherbrooke), contient l'unité d'épissage alternatif 
dérivée du gène hnRNP Al (Figure 7). Pour la construction des plasmides 45h Y3 et 
45hY3i (Figure 8), le plasmide 45 a été digéré par l'enzyme de restriction EcoRV, et 
pour la construction des plasmides 45h Y3 .1 et 45h Y3 .1 i (Figure 8), le plasmide 45 a 
été digéré par l'enzyme de restriction BamHI. Les plasmides 45 ainsi linéarisés ont 
été isolés par électrophorèse sur gel d'agarose et purifiés. Les plasmides ont ensuite 
été traités à la phosphatase alcaline intestinale de veau afin d'éviter les faux positifs 
(ligation des deux extrémités libres d'un plasmide sans insert). 
Les séquences d' ADN correspondant aux ARN s h Y3 utilisées proviennent des 
plasmides pUC19hY3. Les séquences hY3 sont amplifiées par PCR avec des amorces 
contenant des sites de restriction pour les clonages. Les amorces SmaI-hY3-For (5'-
AAA TCC CCC GGG CTG GTC CGA GTG CAG-3') et SmaI-hY3-Rev (5'-TCC 
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CCC GGG AAA AAG GCT AGT CAA GTG-3') ont été utilisées pour la construction 
des plasmides 45hY3 et 45hY3i. Les amorces BamHI-hY3-For (5'-ACG GGA TCC 
GGC TGG TCC GAG TGC-3') et BamHI-hY3-Rev (5'-ACG GGA TCC AAA GGC 
TAG TCA AGT GAA GC-3') ont été utilisées pour la construction des plasmides 
45h Y3 .1 et 45h Y3. li. Les produits de PCR sont ensuite digérés avec les enzymes de 
restriction appropriées et les inserts sont isolés par électrophorèse sur gel d'agarose et 
purifiés. Les inserts sont finalement ligués avec les plasmides préparés et le tout est 
transformé en bactéries. 
Pour confirmer la présence des inserts, les plasmides issus des transformants 
obtenus sont digérés avec l'enzyme de restriction Xhol et les produits de digestion 
sont séparés par électrophorèse sur gel d'agarose pour vérifier leur taille. 
L'orientation des inserts est vérifiée par une stratégie utilisant 2 réactions de PCR. Le 
PCRl est effectué avec l'amorce E-Ad (5'-GAG TTT GTC CTC AAC CGC GA-3') et 
l'amorce en 5' utilisée pour la production de l'insert (ex: SmaI-hY3-For). Le PCR2 
est effectué avec l'amorce E-Ad et l'amorce en 3' utilisée pour la production de 
l'insert (ex: SmaI-hY3-Rev). Les produits des PCR sont ensuite visualisés sur gel 
d'agarose. L'orientation des amorces est telle qu'un seul des 2 PCR doit donner un 
produit. L'insert est dans la même orientation que le mini-gène si le PCRl donne un 
produit, et l'insert est dans l'orientation opposée si c'est le PCR2 qui donne un 
produit. 
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T3-5' ::::::.. 5'ss 5'ss 3'ss 
1 1 1 
1 1 1 
60 1 74 1 1 27 1 1 1 
1 71 I 116 1 exon 7 I exon 78 I 1 exon Ad 
24 27 
Xhol BamHJ EcoRV Sea! Xhol 
"""" E-Ad 
Figure 7: Schéma de l'unité d'épissage alternatif dérivée du gène hnRNPAl. 
Les 2 exons constitutifs sont représentés par des boîtes grises, l' exon alternatif par une 
boîte blanche et les 2 introns par des traits foncés. La position des 2 sites d' épissage 
5' (5'ss) et du site d 'épissage 3' (3'ss) est indiquée au moyen de traits pointillés. Dans 
ce modèle, le site d' épissage 3' du premier intron est rendu inutilisable et est illustré 
ici par un trait ondulé vertical. La flèche coudée représente le site de début de 
transcription par l ' ARN polymérase du phage T3. Les demi-flèches représentent la 
position des amorces utilisées pour les réactions de RT-PCR. La position des sites de 
restriction d ' intérêt sur le mini-gène est indiquée à l'aide de traits pointillés. Les 
distances entre les sites de restrictions introniques utilisés pour les clonages (BamHJ 
et EcoRV) et les sites d' épissage 5' sont indiquées en italique au-dessous du mini-
gène. La taille des exons et introns est indiquée au-dessus de chaque élément. 
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45 7 § 7B Ad 
36 7 1- 7B Ad 
45hY3 7 ?5 7B r-~ Ad 
45hY3i 7 § 7B r-~ Ad 
45hY3.1 7 7B Ad 
45hY3.1i 7 ~ § 7B Ad 
Figure 8 : Schémas et nomenclature des constructions utilisées dans les réactions 
d' épissage in vitro du mini-gène hnRNP Al. 
Les boîtes Al représentent des site de liaison pour la protéine hnRNP Al. Les flèches 
h Y3 représentent la séquence d 'ADN correspondant à l' ARN h Y3 . L'orientation des 
flèches représente l' orientation des séquences hY3 par rapport au mini-gène hnRNP 
Al. Les autres éléments des schémas sont décrits à la figure 7. 
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3.16.2 Modèle d'épissage alternatif Bcl-x 
Le plasmide Bclx, fourni gracieusement par le Dr Benoit Chabot (Département de 
microbiologie, Université de Sherbrooke), contient l'unité d'épissage alternatif 
dérivée du gène Bcl-x (Figure9). Pour la construction des plasmides Bclx3. l et 
Bclx3.li (Figure 10), le plasmide Bclx a été digéré simultanément avec les enzymes 
de restriction BsmBI et BstEII. Les produits de digestion ont ensuite été séparés par 
électrophorèse sur gel d'agarose pour isoler le plasmide du fragment BsmBI / BstEII. 
La bande d' ADN correspondant au plasmide a été excisée et purifiée du gel. Les 
extrémités laissées par les digestions enzymatiques ont été enlevées pour créer des 
bouts francs en utilisant la Klenow (New England Biolabs) selon les 
recommandations du fabriquant. Le plasmide a été ensuite traité à la phosphatase 
alcaline intestinale de veau pour éviter la ligation du plasmide sur lui-même. Pour la 
construction des plasmides Bclx3.2 et Bclx3.2i (Figure 10), la procédure est la même 
que celle utilisée pour les plasmides Bclx3 .1 et Bclx3 .1 i, excepté que les enzymes de 
restriction utilisées sont BsaBI et BseRI. 
La séquence d' ADN correspondant à l 'ARN h Y3 est amplifiée par PCR à 
partir du plasmide pUC19hY3 avec les amorces EcoRI-hY3-For (5'-ACG GAA TTC 
GGC TGG TCC GAG TGC-3') et BamHI-hY3-Rev, qui contiennent des sites de 
restriction pour les clonages. Pour permettre la ligation avec les extrémités 
déphosphorylées du plasmide, la T4 Polynucleotide Kinase (New Englang Biolabs) 
est utilisée pour ajouter un phosphate aux extrémités 5' des inserts produits par PCR. 
Les inserts sont ensuite ligués avec les plasmides et le tout est transformé en bactéries. 
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BamHI ÈsmBI Bs!Ell BsaBJ BseRJ ÈcoRJ ÊcoRJ Xba / 
~ ~ 
X2 X2B 
Figure 9 : Schéma de l'unité d'épissage alternatif dérivée du gène Bcl-x. 
Les séquences exoruques constitutives sont représentées par des boîtes gnses, la 
séquence alternative par une boîte blanche et l' intron par un trait foncé. La position 
des 2 sites d' épissage 5' (5'ss) et du site d' épissage 3' (3'ss) est indiquée au moyen de 
traits pointillés. La flèche coudée représente Je site de début de transcription utilisé 
dans les expériences in vitro. Les demi-flèches représentent la position des amorces 
utilisées pour les réactions de transcription inverse et de PCR. La position des sites de 
restriction d' intérêt sur le mini-gène est indiquée à l'aide de traits pointillés. Les 
distances entre les sites de restriction introniques utilisés pour les clonages sont 
indiquées en italique au-dessous du mini-gène. La tai lle des exons et de l' intron est 
indiquée au-dessus de chaque élément. Le schéma est aussi valable pour les 
expériences in vivo, sauf que le fragment Xho!-Xba! est cloné devant un promoteur 
CMV dans Je vecteur pBluescript II KS( + ). 
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Beix 2 2. 1 LU 
Bclx3.1 2 2.1 ~ LU 
~ Bclx3.1 i 2 2.1 "l .) 
Bclx3.2 2 2.1 ~ 3 
Bclx3.2i 2 2.1 ~ LU 
Figure 10 : Schémas et nomenclature des constructions utilisées dans les 
réactions d'épissage in vitro et in vivo du mini-gène Bcl-x. 
Les flèches h Y3 représentent les séquences d 'ADN ajoutées correspondant à 
l'ARN hY3. L' orientation des flèches représente l' orientation des séquences hY3 par 
rapport au mini-gène Bcl-x. Les autres éléments des schémas sont décrits à la figure 
9. 
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Pour confirmer la présence et l'orientation des inserts, les plasmides issus des 
transformants obtenus sont digérés avec l'enzyme de restriction BamHI et les produits 
de digestion sont séparés par électrophorèse sur gel d' agarose pour vérifier leur taille. 
L'obtention de seulement 2 produits de digestion indique l'absence d'insert. La 
présence de l'insert est confirmée lorsqu'on obtient 3 produits de digestion. 
L'orientation des inserts par rapport au mini-gène est déterminée en analysant les 
tailles des fragments obtenus. 
Pour la construction des plasmides utilisés pour les expériences d'épissage in 
vivo, les plasmides Bclx, Bclx3 .1, Bclx3 .1 i, Bclx3 .2 et Bclx3 .2i sont digérés avec 
l'enzyme de restriction Xhol. Les plasmides digérés sont traités à la Klenow pour 
rendre les extrémités franches, pour être ensuite digérés avec l'enzyme de restriction 
Xbal. Le fragment Xhol / Xbal est ensuite purifié sur gel d'agarose. Le plasmide 
pcDNA3. l + est digéré avec les enzymes de restriction Xbal et EcoRV et purifié sur 
gel d'agarose. Le plasmide pcDNA3.1 + digéré est ligué individuellement avec les 
fragments récupérés des plasmides Bclx, Bclx3.l, Bclx3.li, Bclx3.2 et Bclx3.2i, pour 
être ensuite transformé en bactéries. 
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3.17 Transcription des ARNs pré-messagers pour l'épissage in vitro 
3.17.1 Préparation des matrices 
3.17.1.1 Modèle hnRNP Al 
Les ARNs pré-messagers utilisés lors des expériences d'épissage in vitro sont 
transcrits in vitro à partir d'une matrice d' ADN. Chaque unité d'épissage alternatif 
construite est sous le contrôle du promoteur de l' ARN polymérase du phage T3. 
Comme l'unité ne possède pas de signal de terminaison de la transcription, il est 
nécessaire de modifier la matrice de façon à ce que la transcription s'arrête à 
l'extrémité 3' de l'unité d'épissage. Pour la préparation des matrices utilisées dans les 
expériences d'épissage du modèle hnRNP Al, 10-15 µg du plasmide d'intérêt sont 
digérés avec l'enzyme de restriction Sea!. L'état de la digestion est observé sur gel 
d'agarose et si elle est incomplète, de l'enzyme Sea! est ajouté jusqu'à ce que la 
digestion soit complète. Pour éliminer les RNAses et les enzymes de restriction, le 
plasmide linéarisé est incubé avec 1 % de Proteinase K (Amersham Biosciences), 
0,2% de SDS et lmM de CaC12 pendant 30 min. à 37°C. L'inactivation de la 
protéinase K est faite par une incubation à 68°C pendant 10 min. Le plasmide est 
ensuite mélangé avec 400µ1 de phénol/chloroforme/alcool isoamyl (25:24:1) et O,IM 
de NaCl à l'aide d'un vortex et l' ADN présent dans la phase aqueuse est ensuite 
précipité avec 1 ml d'éthanol 100%. Le culot d' ADN est resuspendu dans 5 µl d'eau, 
pour obtenir une concentration d'environ 1 µg/µl. 
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3.17.1.2 Modèle Bcl-x 
La préparation des matrices pour la transcription des ARNs pré-messagers 
utilisés dans les expériences d'épissage in vitro du modèle Bcl-x a été faite par PCR. 
Les réactions de PCR utilisent les amorces nommées K+AvT3 (5'-GAC CAT GAT 
TAC GCC AAG CG-3') et X2B (5'-CGC TCT AGA ACT AGT GGA TC-3'), 
l'enzyme PfuTurbo DNA polymerase (Stratagene) et les plasmides appropriés. La 
procédure utilisée est la suivante : 95°C pendant 2 min.; 30 cycles à 95°C pour 1 min., 
55°C pour 55 sec. et 72°C pour 2 min.; et une extension finale à 72°C pendant 10 min. 
Les produits de PCR sont ensuite purifiés sur gel d'agarose. 
3.17.2 Réaction de transcription des ARNs pré-messagers 
Les ARNs pré-messagers sont transcrits à partir des matrices d' ADN préparées 
préalablement. Pour la transcription des ARNs pré-messagers du modèle hnRNP Al, 
5µ1 de matrice à lµg/µl sont mélangés avec 20µ1 de SP6 Buffer 5X, 10µ1 d'UTP à 
5mM, 8µ1 de nucléotides analogue du capuchon m7G(5')ppp(5')G, 2µ1 de l'inhibiteur 
de ribonucléase RNAguard™, 10µ1 de rNTP à des proportions de concentrations de 
A TP : CTP : GTP à 5 : 5 : 1 mM, 0,5 ul de [ a-32P]UTP (Perkin Elmer ; 800 Ci/ml), 
42,5µ1 d'eau et finalement 2µ1 d' ARN polymérase du phage T3 (USB), ce qui donne 
un volume total de 100µ1. Le fournisseur de ces réactifs est Amersham Biosciences 
lorsque non mentionné. Le tout est incubé à 37°C pendant une heure. La réaction de 
transcription est arrêtée par l'ajout de 50µ1 de tampon de migration contenant 95% de 
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formamide et du bleu de bromophénol. La réaction de synthèse des transcrits pour le 
modèle Bcl-x est effectuée de la même manière, sauf que la réaction utilise 4 7 ,5 µI de 
matrice à environ 1 OO ng/µl pour compléter le volume à 100µ1. 
3.17 3 Purification et dosage des ARNs transcrits 
Les ARNs transcrits sont purifiés par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide. Les échantillons contenant les transcrits sont incubés pendant l min. 
30 sec. dans de l'eau bouillante, puis laissés sur glace pendant l min. 30 sec. Les 
échantillons sont ensuite séparés par électrophorèse dans un gel formé de 5% de 
polyacrylamide: bisacrylamide (38: 2), de TBE (90mM Tris-borate, lmM EDTA) et 
de 7M d'urée pendant 30-45 min. à 350V. Le gel est démoulé puis exposé 45 min. 
sur film d'autoradiographie BioMax XAR (Kodak) pour visualiser les bandes. Les 
bandes radioactives correspondant aux ARNs transcrits sont découpées et déposées 
dans des tubes. La méthode du "crush and soak" (CHABOT, 1994) est utilisée pour 
éluer l' ARN du gel. Les bandes de gel sont écrasées jusqu'à ce qu'elles aient une 
apparence visqueuse, puis 500 µl de solution d'élution composée de 0,3M de NaOAc 
à pH 5,2 et de 0,2% de SOS est ajouté au gel. Le tout est incubé sous rotation pendant 
1 heure à la température de la pièce. Le surnageant est récupéré après 5 min. de 
centrifugation et soumis à 2 extractions au phénol/chloroforme/alcool isoamyl 
successives. L' ARN présent dans la phase aqueuse est précipité avec l ml d'éthanol 
100%. La quantité de radioactivité présente dans le culot est mesurée à l'aide de 
l'appareil compteur de radioisotopes de table Quick-Count (Bioscan inc.). La 
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concentration d' ARN transcrit est estimée en tenant compte de la quantité de 
radioactivité et du nombre d'uridine présentes dans I' ARN transcrit. Le culot est 
resuspendu dans l'eau pour obtenir une concentration approximative de 2 fmol/µl. 
3.18 Épissage des ARNs pré-messagers 
3.18.1 Réaction d'épissage in vitro 
Une réaction d'épissage in vitro typique est composée de 0,5 µl des réactifs 
suivants: créatine kinase à 2 U/µl, rATP à 12,5mM, MgClz à 80 mM et créatine 
phosphate, de 0,25 µl de DTT à 100 mM, de 0,25 µl de RNA Guard, de 2,5µ1 d'alcool 
polyvinyle (PVA) à 13%, de 2,5 µl de tampon D (60 mM HEPES pH 7,9, 100 mM 
KCl, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM DTT, et 20% glycérol) et de 5 µl 
d'extrait nucléaire de cellules HeLa (DIGNAM, 1983), gracieusement fourni par le 
laboratoire du Dr Chabot. Le mélange est incubé à 30°C pendant 2 heures en 
présence de 2 fmol de l' ARN transcrit approprié. La réaction d'épissage est arrêtée 
par l'addition de 450 µl de tampon d'élution (0,3M de NaOAc à pH 5.2 et 0,2% de 
SDS) et 500 µl de phénol/chloroforme/alcool isoamyl. Pour faciliter la précipitation 
de l'ARN, 3 µl d'ARNt de levure est ajouté. Le tout est mélangé à l'aide d'un vortex 
et I' ARN présent dans la phase aqueuse est ensuite précipité avec lml d'éthanol 
100%. Le culot est resuspendu dans l'eau à une concentration de 5 amol/µl. 
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3.18.2 Réaction d'épissage in vitro avec ARN hY compétiteur 
Afin de déterminer si la modulation de l'épissage observée dépend de l'action 
de facteurs agissant en trans, un ARN compétiteur est ajouté à la réaction d'épissage 
in vitro. Les ARNs compétiteurs h Y3 et h Y3 antisens (h Y3i) sont transcrits à partir 
des plasmides pUC19hY3 et pTZRhY3, respectivement. Pour s'assurer d'une 
terminaison adéquate de la transcription, les plasmides pUC19hY3 et pTZRhY3 sont 
préalablement digérés avec les enzymes de restriction Dra! et EcoRI, respectivement. 
Les plasmides linéarisés sont ensuite purifiés sur gel d'agarose. La méthode de 
transcription et de purification des ARNs compétiteurs est la même que celle utilisée 
pour les ARNs pré-messagers, excepté que le nucléotide radiomarqué est le CTP, que 
la polymérase utilisée est l' ARN polymérase du phage T7 et qu'il n'y a pas 
d'analogue du capuchon. Les ARNs compétiteurs sont finalement resuspendus dans 
l'eau à différentes concentrations. 
Avant 1' addition de I 'ARN pré-messager au mélange pour la réaction 
d'épissage, 1 µI d' ARN compétiteur, à la concentration appropriée, est ajouté au 
mélange et préincubé pendant 10 min. à 30°C. Le mélange pour la réaction 
d'épissage a la même composition que décrite précédemment, excepté qu'il n'y a que 
1,5 µl de tampon D. Ensuite, 1 µI d' ARN pré-messager est ajouté à la réaction et le 
tout est incubé à 30°C pendant 2 heures. Le reste de la procédure est la même que 
celle décrite précédemment pour l'épissage in vitro. 
84 
3.18.3 Réaction d'épissage in vivo (Bcl-x) 
3.18.3.l Transfection de cellules HeLa S3 et ECR 293 
Les cellules sont cultivées dans le milieu Dulbecco's modified Eagle's 
contenant 10% de sérum fétal bovin et 1 % de glutamine. Pour les transfections, 2 x 
105 cellules sont étalées dans des puits de 35 mm2. Les transfections ont été réalisées 
en utilisant 1,5 µg de plasmide et 3 µl de Lipofectamine (Invitrogen), selon les 
recommandations du fabriquant. 
3.18.3.2 Extraction d' ARN 
L'extraction de l' ARN total des cellules est effectuée 24 heures après 
transfection en utilisant le TR!zol (Invitrogen), selon les recommandations du 
fabriquant. L'ARN est ensuite traité à la DNase I pendant 10 min. à 37°C, suivi d'un 
traitement à 70°C pendant 5 min. Un dixième de l' ARN extrait total est utilisé pour 
être rétrotranscrit avec la trousse Omniscript RT (Qiagen). 
3.19 Détection et quantification des produits d'épissage 
3.19.1 Modèle hnRNP Al 
Afin d'être en mesure de détecter et de quantifier les différentes espèces 
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d' ARN résultant de l'épissage alternatif des ARN pré-messagers, les produits 
d'épissage sont amplifiés par une réaction de RT-PCR utilisant un nucléotide 
radiomarqué et ensuite visualisés sur un gel de polyacrylamide. Pour les expériences 
utilisant le modèle hnRNP Al, l'amplification par RT-PCR est effectuée en une seule 
étape à l'aide de la trousse Ready-To-Go™ RT-PCR Beads (Amersham Biosciences). 
Les réactions de RT-PCR sont réalisées en utilisant IO amoles d' ARN épissé comme 
matrice, 8 ng des amorces E-Ad et T3-5' (5'-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3'), 
0,1 ul de [a-32P]dCTP (Perkin Elmer; 800 Ci/ml), et de l'eau pour obtenir un volume 
total de 50 µl. La procédure utilisée est la suivante : transcription inverse à 42°C 
pendant 45 min.; 94°C pendant 2 min.; 30 cycles à 94°C pour 30 sec., 55°C pour 30 
sec. et 72°C pour 20 sec.; et une extension finale à 72°C pendant 15 min. 
Les produits de la réaction de RT-PCR sont séparés par électrophorèse dans un 
gel formé de 5% de polyacrylamide: bisacrylamide (38 : 2) et de TBE (90mM Tris-
borate, lmM EDTA) pendant 1 heure à 250V. Le gel est démoulé et les bandes sont 
visualisées directement en utilisant l'appareil Instant Imager (Canberra Packard), ou, 
après exposition sur écran photostimulable dans une cassette, à l'aide de l'appareil 
Phosphor Imager STORM 860 (Amersham Biosciences). Pour évaluer la modulation 
du choix entre les 2 sites d'épissage 5', l'intensité des bandes correspondant aux 2 
produits d'épissage alternatif (proximal et distal) est mesurée et comparée à l'aide du 
logiciel approprié fourni avec les appareils. 
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3.19.2 Modèle Bcl-x 
Pour les expériences utilisant le modèle Bcl-x, l'amplification par RT-PCR est 
effectuée en 2 étapes. Tout d'abord, les produits d'épissage sont rétrotranscrits en 
ADN à l'aide de la trousse Omniscript RT (Qiagen). La réaction est effectuée selon 
les recommandations du fabriquant en utilisant l'amorce X2B et 10 amoles d' ARN 
épissé. Par la suite, 1 µl de la réaction de transcription inverse est utilisé comme 
matrice dans une réaction de PCR avec les amorces X3 (5'-ATG GCA GCA GTA 
AAG CAA GCG-3') et X2 (5'- TCA TTT CCG ACT GAA GAG TGA-3'), et 
contenant 0,1 µl de [a-32P]dCTP. La procédure utilisée est la suivante: 95°C pendant 
3 min.; 35 cycles à 93°C pour 15 sec., 60°C pour 30 sec. et 72°C pour 30 sec.; et une 
extension finale à 72°C pendant 3 min. Les produits de PCR sont séparés par 
électrophorèse dans un gel formé de 4% de polyacrylamide : bisacrylamide (29 : 1) et 
de TBE (90mM Tris-borate, lmM EDTA) pendant 1 heure à 250V. La quantification 
des produits d'épissage est effectuée de la même façon qu'avec le modèle hnRNP Al. 




RoBPl et levure 
4.1 Levure dépendante de RoBPl: confirmation de la dépendance. 
La souche de levure dépendante de l'expression de la protéine RoBPI sert de 
base à la recherche d'homologues fonctionnels de cette protéine humaine chez 
Saccharomyces cerevisiae. La première étape est donc la confirmation de la 
dépendance à RoBPI. La souche dépendante de RoBPI utilisée par Jim Boulanger 
provient directement de la mutagénèse et est dite de 1 ère génération. La souche 
dépendante de RoBPI dite de 2e génération est issue d'un rétrocroisement de la 
souche de 1 ère génération avec la souche haploïde BY 4 705 MA Ta. La souche 
dépendante de RoBP 1 utilisée dans les travaux présentés ici est la souche de 2e 
génération, excepté lors de mention contraire. 
Même après plusieurs semaines de croissance sur un milieu riche non-sélectif 
(YEPD), cette souche de levure produit des colonies uniformément blanches. Ce 
phénotype indique la conservation du marqueur de sélection ADE2, situé sur le 
plasmide pCu4X6/RoBPI, malgré l'absence de sélection. Sans pression de sélection, 
ce type de plasmide est perdu à un taux d'environ 3% par génération (DANI & 
ZAKIAN, 1983). De plus, la levure dépendante de RoBPI réussit à croître lorsque 
transférée sur un milieu déficient en uracile, ce qui confirme la conservation du 
marqueur de sélection URA3 situé sur le plasmide pCu4X6/RoBP1. 
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Pour confirmer la dépendance à RoBP 1, les levures sont transférées sur gélose 
S'FOA. Seules les levures dépourvues du marqueur URA3 peuvent croître sur ce 
milieu. La souche de levure dépendante de RoBP 1 est incapable de croître sur le 
milieu S'FOA après 4 jours à 30°C. Cependant, on voit quelquefois apparaitre des 
micro-colonies. Par comparaison, la souche contrôle BY4704 (URA3+) ne produit 
aucune colonie après 4 jours de croissance sur le milieu S'FOA et la levure sauvage 
BY4705 (ura3-), montre une bonne croissance sur ce milieu après 4 jours. Malgré 
l'interprétation parfois ambiguë de la croissance, il semble donc que la levure 
dépendante de RoBPl ne peut se départir du plasmide contenant RoBPl. 
Il a été noté par contre que la souche dépendante de RoBPl produit des 
colonies de petite taille sur gélose YEPD après 4 jours de croissance à 30°C, 
comparativement à la souche de levure BY4705 haploïde sauvage qui donne des 
colonies de taille significativement plus grande après seulement 2 jours (Figure 11 ). 
4.2 Capacité respiratoire de la souche dépendante de RoBPl : la souche 
dépendante de RoBPl a un phénotype de type petite. 
Certaines levures sont incapables d'utiliser les sucres en condition aérobie dû à 
un défaut au niveau de l'activité mitochondriale. Ces levures doivent plutôt fermenter 
les sucres. Comme la fermentation produit un rendement énergétique inférieur, ces 
levures, dites « petites », donnent sur milieu solide des petites colonies (FAYE et al., 
1973). Pour vérifier si la croissance ralentie de la souche dépendante de RoBPl est 
due à un problème mitochondrial, les levures sont transférées sur gélose YEPG. La 
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seule source de carbone de ce milieu est le glycérol qui est non-fermentable. Après 4 
jours de croissance sur gélose YEPG, les levures sauvages BY4705 et BY4704 
produisent de petites colonies, par contre, la levure dépendante de RoBPl est 
incapable de croître (Figure 12). Donc cette souche possède des fonctions 
mitochondriales altérées. 
4.3 Analyse du phénotype de toutes les souches de levures dépendantes de RoBPl 
Le phénotype de toutes les souches de levure dépendante de RoBP 1 
disponibles a été observé sur les différents milieux (Tableau 3). 
La croissance de la souche dépendante de RoBP 1 créée par Jim Boulanger (1 ère 
génération) est similaire à celle de la souche dépendante de RoBPl de 2e génération: 
croissance sur Y c-Ura, mais aucune croissance sur YEPG et S'FOA. La seule 
différence consiste en une croissance légèrement supérieure sur gélose YEPD. Donc, 
la souche dépendante de RoBPl de 1 ère génération est également petite. Un premier 
rétrocroisement de cette souche dépendante de RoBP 1 de 1 ère génération a été effectué 
précédemment avec la souche BY4705 sauvage. En plus de la souche utilisée jusqu'à 
maintenant dans ce projet, 5 autres spores issues de ce rétrocroisement (2e 
génération) auraient aussi conservé la dépendance à RoBPl, selon Jim Boulanger. 
Les spores l.9b, l.lb, 3.3d et 2.8d montrent exactement le même phénotype que la 
souche dépendante de RoBPl utilisée jusqu'à maintenant. Ces spores semblent 
dépendantes de RoBPl, mais sont petites. Par contre, la spore 5.8b montre un 
phénotype différent. Sa croissance sur milieu YEPD, comparable à la croissance de la 
90 
Figure 11 : La levure dépendante de RoBPl donne de petites colonies sur milieu 
YEPD. 
Croissance après 4 jours à 30°C. (A) Souche sauvage BY4705. (B, Cet D) Souche 
dépendante de RoBP 1. 
A 
D 
Figure 12 : La levure dépendante de RoBPl ne pousse pas sur milieu YEPG. 
Croissance après 4 jours à 30°C. (A) Souche dépendante de RoBPl. (B) Souche 
BY4705 diploïde. (C et D) Souche BY4705 haploïde. (E et F) Souche BY4704 
haploïde. 
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souche BY4705 sauvage, et sa faible crmssance sur milieu YEPG suggèrent des 
fonctions mitochondriales normales. La croissance de la spore 5.8b sur milieu Y c-
Ura indique la présence du plasmide avec le marqueur URA3 (pCu4X6/RoBPl), mais 
sa légère croissance sur milieu 5'FOA montre que les levures peuvent se débarasser du 
plasmide pour permettre une croissance. La spore 5.8b ne semble donc pas être petite, 
mais semble être peu dépendante de RoBPl. Étant donné ses phénotypes 
intermédiaires sur milieu YEPG et 5'FOA, la spore 5.8b n'a pas été étudiée plus en 
détail. 
Donc, aucune souche ne montre une claire dépendance à RoBP 1 tout en ayant 
des fonctions mitochondriales normales. 
4.4 Rétrocroisement de la levure dépendante de RoBPl avec une levure sauvage : 
la souche dépendante de RoBPl reste petite. 
Afin de récupérer une levure dépendante de RoBP 1 dont les fonctions 
mitochondriales sont normales, un deuxième rétrocroisement de la levure dépendante 
de RoBPl avec la levure BY4705 sauvage a été effectué. Après sporulation des 
levures diploïdes et microdissection des tétrades, la croissance des spores a été 
vérifiée sur milieu YEPD, Yc-Ura, 5'FOA et YEPG. Aucune des 60 tétrades 
disséquées ne produit de spores ayant conservé la dépendance à RoBP 1 (croissance 
sur Y c-Ura et absence de croissance sur 5'FOA) et ayant récupéré des fonctions 
mitochondriales normales (croissance normale sur YEPD et croissance sur YEPG). 
Les spores dépendantes de RoBPl sont toujours petites. 
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Souches Milieu 
YEPD Yc-Ura YEPG 5'FOA 
Dép. RoBPl 1 ere génération ++ ++ - -
Dép. RoBP 1 2e génération + ++ - -
l.9b + ++ - -
l.lb + ++ - -
5.8b +++ ++ + + 
3.3d + ++ - -
2.8d + ++ - -
BY4705 sauvage (ura3-) +++ - ++ ++ 
BY4704 sauvage (URA3+) +++ ++ ++ -
Tableau 3 : Phénotype des différentes souches de levure dépendantes de RoBPl 
et des souches contrôles. 
Taille des colonies après 4 jours à 30°C. (+++) grande taille, (++)taille moyenne, (+) 
petite taille, (-) aucune colonie. Les souches l.9b, l.lb, 5.8b, 3.3d et 2.8d sont 
d'autres spores dépendantes de RoBPl de 2e génération issues d'un rétrocroisement 
entre la souche de 1 ère génération et la souche B Y 4 705 sauvage. 
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4.5 Tests de complémentation : aucune complémentation claire 
Les plasmides contenant les gènes ou fragments d' ADN susceptibles de 
remplacer la fonction de RoBP 1 sont transformés dans la levure dépendante de 
RoBPl (pRS313, pRS313/UBC5, pRS313/CAF4, p366/chrIV, p366/chrXI, 
p366~UBC5, p366~chrIV, p366~chrXI et pGADGH/RoBPl). Ces plasmides 
dérivent des travaux de Jim Boulanger. Après sélection des transformants, les levures 
sont transférées sur gélose 5'FOA. Aucun des plasmides testés ne permet une bonne 
croissance sur ce milieu. On voit dans certains cas apparaître quelques micro-
colonies, mais cette croissance est très faible comparativement à celle obtenue avec la 
souche BY4705 sauvage. Donc, dans les conditions utilisées, aucun gène ou fragment 
de chromosome testé ne complémente clairement la perte du plasmide contenant 
RoBPl chez la levure dépendante de RoBPl. 
Les expériences de complémentation effectuées par Jim Boulanger suggéraient 
par contre que la dépendance à RoBP 1 provenait de mutations dans 2 gènes différents. 
Il avait identifié le gène CAF4 présent sur le chromosome XI comme étant un de ces 
gènes. Le gène UBC5 sur le chromosome IV était l'autre candidat. S'il s'agit 
effectivement des 2 homologues fonctionnels de RoBPl, la double délétion devrait 
être létale pour la levure. 
4.6 Délétion des gènes UBCS et CAF4 dans la levure BY4705 
Un allèle du gène UBC5 est remplacé par le marqueur LEU2 dans la souche 
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BY4705 diploïde. Après sélection des clones positifs sur milieu restrictif Yc-Leu, la 
délétion est confirmée par PCR en utilisant les amorces For-UBC5 et Rev-UBC5 (voir 
figure 5A). La taille des fragments obtenus concorde avec les tailles attendues : la 
bande de 1,0 kb correspond à l'allèle UBC5 sauvage et la bande de 1,6 kb correspond 
à l'allèle remplacé par LEU2 (Figure 13). L' ADN de la souche BY4705 sauvage 
produit uniquement la bande de 1,0 kb. 
De la même façon, la souche BY4705 diploïde est transformée avec un 
fragment d' ADN contenant le marqueur TRPl afin de remplacer un allèle du gène 
CAF4. La délétion est confirmée par PCR en utilisant les amorces CAF4-3For et 
CAF4-2Rev (voir figure 5B). L'ADN de la souche BY4705 sauvage produit 
uniquement une bande de 2,4 kb correspondant à l'allèle CAF4 sauvage (Figure 14). 
L'ADN de la souche de délétion produit une bande de 1,5 kb correspondant à l'allèle 
remplacé par TRPl en plus de la bande correspondant à l'allèle sauvage. 
Un allèle du gène CAF4 est remplacé par le marqueur HIS3 dans la souche 
diploïde hétérozygote pour la délétion du gène UBC5. La délétion est également 
confirmée par PCR en utilisant les amorces CAF4-3For et CAF4-2Rev (voir figure 6). 
Malgré la migration décalée du marqueur de poids moléculaire, on peut voir que la 
taille des fragments obtenus concorde avec les tailles attendues : la bande de 2,4 kb 
correspond à l'allèle CAF4 sauvage et la bande de 1,5 kb correspond à l'allèle 
remplacé par HIS3 (Figure 15). L'ADN de la souche BY4705 sauvage produit 








<D+A ubc5~ :: LEU2 
+-- ubc5Ll::LEU2 
+-- UBC5 (wt) 
Figure 13 : Vérification du remplacement du gène UBCS par LEU2 
Réaction de PCR utilisant l 'ADN génomique de la souche BY 4 705 diploïde dans 
laquelle un allèle du gène UBC5 est remplacé par le marqueur LEU2 et l' ADN 
génomique de la souche BY4705 diploïde sauvage. Les amorces utilisées sont For-
UBC5 et Rev-UBC5. Les produits de PCR sont analysés sur gel d'agarose 1 %. Le 
marqueur de poids moléculaire (<D+À) est un mélange des marqueurs À DNA / Hind!II 







Hindi// BY 4 705 
CAF4/ 
caf4Ll::TRP1 
+--- CAF4 (wt) 
+--- caf4Ll::TRP1 
Figure 14: Vérification du remplacement du gène CAF4 par TRPl 
Réaction de PCR utilisant l' ADN génomique de la souche BY4705 diploïde dans 
laquelle un allèle du gène CAF4 est remplacé par le marqueur TRPl et l'ADN 
génomique de la souche BY 4705 diploïde sauvage. Les amorces utilisées sont CAF4-
3For et CAF4-2Rev. Les produits de PCR sont analysés sur gel d'agarose 1 %. Le 
marqueur de poids moléculaire est À DNA / HindJJI. Les chiffres à gauche 
correspondent à la taille des bandes du marqueur. 
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CAF4 (wt) ~ 
caf4L\ ::HIS3 ~ 
BY4705 
CAF4/ 




Figure 15: Vérification du remplacement du gène CAF4 par HIS3 
Réaction de PCR utilisant l'ADN génomique de la souche BY4705 diploïde sauvage 
et l' ADN génomique de la souche BY4705 diploïde dans laquelle un allèle de chaque 
gène CAF4 et UBC5 est remplacé par les marqueurs HIS3 et LEU2, respectivement. 
Les amorces utilisées sont CAF4-3For et CAF4-2Rev. Les produits de PCR sont 
analysés sur gel d'agarose 1 %. Les chiffres à droite correspondent à la taille des 
bandes du marqueur 1 kb. 
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La sporulation et microdissection de 10 tétrades de la souche diploïde 
hétérozygote pour la délétion du gène UBC5 montre une ségrégation des spores de 2 : 
2 (vie: mort) sur milieu YEPD. Par contre, cette ségrégation ne concorde pas 
nécéssairement avec la ségrégation du marqueur LEU2, vérifiée par ensemencement 
des spores sur milieu Y c-Leu. En effet, certaines spores peuvent croître sur les 
milieux YEPD et Yc-Leu indiquant que le gène UBC5 n'est pas essentiel (Tableau 4). 
Le même résultat est obtenu avec la souche diploïde hétérozygote pour la délétion du 
gène CAF4. Donc, malgré une ségrégation 2: 2, les gènes UBC5 et CAF4 ne sont 
pas des gènes essentiels. Notons cependant que les souches diploïdes contiennent 
quand même une mutation létale dont l'identité est inconnue. 
De la même façon, la sporulation et microdissection de 30 tétrades de la 
souche diploïde hétérozygote pour la délétion des gènes UBC5 et CAF4 montrent une 
ségrégation 2 : 2 (vie : mort) qui ne concorde pas avec la ségrégation des marqueurs 
LEU2 et HIS3. Ainsi, plusieurs spores peuvent croître sur le milieu restrictif Yc-Leu-
His. Donc, les gènes CAF4 et UBC5 ne sont pas synthétiquement létaux et ne sont 
pas les homologues fonctionnels de RoBP 1. 
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Pseudogènes h Y 
4.7 Identification de 966 pseudogènes des ARNs hY 
La recherche de séquences homologues aux ARNs h Y, et à différents petits 
ARNs non-codants, dans le génome humain avec l'outil MegaBLAST a révélé une 
grande quantité de pseudogènes potentiels qui remplissent les critères de sélection 
mentionnés précédemment (Tableau 5). Les ARN de transfert pour l'arginine et la 
lysine présentent respectivement 5 et 35 séquences homologues et l' ARN ribosomal 
SS en présente 659. La recherche a identifié un total de 1366 séquences homologues 
aux petits ARNs nucléaires Ul-6, dont 1085 (79%) provenant uniquement del' ARN 
U6. Ces nombres sont similaires aux nombres obtenus du séquençage du génome 
humain (LANDER et al., 2001). Cette recherche a également identifié dans le 
génome un total de 966 séquences homologues aux ARNs h Y, avec une faible 
probabilité d'obtenir ces séquences par chance (E-value <0,001 pour 99% des 
séquences). Les séquences dérivées des ARNs hY3 et hYl sont les plus abondantes 
avec 442 copies (46%) et 368 copies (38%), respectivement. Les séquences 
homologues aux ARNs hY4 et hY5 sont beaucoup moins nombreuses, avec 148 
copies (15%) et 8 copies (<1%), respectivement. Ces résultats sont aussi en accord 
avec les données obtenues du séquençage du génome humain (LANDER et al., 2001). 
Une analyse attentive de la région en amont des séquences homologues aux ARNs hY 
n'a pas permis l'identification de promoteurs connus, indiquant que ces séquences 
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Tableau 5 : Nombre de séquences homologues à différents petits ARNs non-
codants dans le génome humain. 
Les résultats sont obtenus avec l'outil MegaBLAST et incluent seulement les 
séquences ayant plus de 7S% d'identité sur au moins SO% de la séquence du gène 
correspondant. Ces nombres excluent les séquences 100% identiques au gène 
correspondant. 
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Les pseudogènes h Y sont distribués sur tous les chromosomes humains, tandis 
que les gènes codant pour les 4 ARNs h Y sont groupés à une extrémité du 
chromosome 7 (Figure 16). De façon générale, le nombre de pseudogènes h Y par 
chromosome est proportionnel à la taille du chromosome, avec un maximum de 94 
copies sur le chromosome 1 (Figure 17). Par contre, les chromosomes 1, 7, 12 et 17 
montrent une densité relativement plus élevée que la moyenne en pseudogènes hY, 
tandis que les chromosomes 8 et Y sont moins densément peuplés (Tableau 6). Les 
pseudogènes h Y sont notamment peu abondants sur le chromosome Y, avec 
seulement une copie. Cette distribution est très similaire à celle observée pour les 
éléments Alu (GROVER et al., 2004) et les rétropseudogènes des protéines 
ribosomales (ZHANG et al., 2002), avec les exceptions d'une plus grande densité de 
pseudogènes h Y sur le chromosome 7 et une plus faible densité sur le chromosome 
19. 
4.8 Conservation et âge des pseudogènes h Y 
Parmi les 966 pseudogènes hY identifiés, aucun n'est 100% identique aux 
séquences des gènes h Y fonctionnels correspondants. Les différences de séquence 
entre les pseudogènes h Y et les gènes h Y sont dispersées sur toute leur longueur. 
Pour les pseudogènes hY, le taux moyen de mutation pour une position donnée, par 
rapport aux séquences des gènes hY fonctionnels correspondants, est de 10 ± 4%. Par 
contre, il existe 3 déviations significatives de ce patron de mutation apparemment 
aléatoire. La première consiste en une mutation quasi constante à au moins une 
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Figure 16 : Distribution des pseudogènes h Y dans le génome humain. 
Les 24 chromosomes humains sont montrés verticalement de la gauche à la droite. 
Les pseudogènes sont représentés par de courts traits horizontaux, les télomères par 
des points et les centromères par une paire de longs traits horizontaux. La position 
des gènes h Y fonctionnels est indiquée par la flèche et la petite boîte à l'extrémité du 




1/) 80 --Cl) 
c: 
·Cl) 70 en 07 0 
"O 60 +----- --:J 012 - 0 - 3-
Cl) 




a.. 30 .c ---
E 
0 20 z 
10 21-0 
oL Oy ~ 
0 50 100 150 200 250 300 
Taille de chromosome (M b) 
Figure 17 : Corrélation entre le nombre de pseudogènes h Y et la taille des 
chromosomes. 
Les cercles numérotés représentent les chromosomes. 
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Chromosome Nombre de Taille du Pseudogènes/Mb pseudogènes chromosome(l\'.lb) 
1 94 246 0,38 
2 72 244 0,30 
3 62 199 0,31 
4 52 192 0,27 
5 53 181 0,29 
6 53 171 0,31 
7 63 159 0,40 
8 29 146 0,20 
9 37 136 0,27 
10 42 135 0,31 
11 47 134 0,35 
12 56 132 0,42 
13 28 113 0,25 
14 38 105 0,36 
15 35 100 0,35 
16 25 90 0,28 
17 50 82 0,61 
18 20 76 0,26 
19 17 64 0,27 
20 23 64 0,36 
21 6 47 0,13 
22 16 49 0,32 
X 47 154 0,31 
y 1 50 0,02 
Total 966 3070 0,31 
Tableau 6 : Densité des pseudogènes h Y dans le génome humain 
Nombre de pseudogènes hY par mégabase (Mb) d'ADN. 
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position du dinucléotide CG aux positions 9 et 10 (Figure 18). Au moins un de ces 2 
nucléotides est muté dans plus de 80% des pseudogènes correspondant aux ARNs 
hYl, hY3 et hY4. Les positions 9 et 10 correspondent à la région reconnue comme 
étant essentielle à la liaison de la protéine Ro60 aux ARNs Y (GREEN et al., 1998). 
La seconde déviation du bruit de fond est un taux de mutation de 80% dans les 
nucléotides formant la région riche en pyrimidines située au milieu de l 'ARN h Y 1 
(Figure 18). Cette région est impliquée dans la liaison des protéines hnRNP K et PTB 
à l'ARN hYl. Finalement, 80, 40 et 25% des pseudogènes sont dépourvus 
respectivement de 1, 2 et 3 uraciles à leur extrémité 3' (Figure 18). Cette extrémité 
poly(U) en 3' est importante pour la liaison de la protéine La. L'observation de ces 
trois déviations suggère que des mutations à des positions spécifiques, qui limitent 
l'association avec certaines protéines, pourraient contribuer à augmenter l'efficacité 
de rétrotransposition des ARNs hY. Mais il se pourrait aussi qu'une trop grande 
quantité de pseudogènes fonctionnels soit nocive pour la cellule. Les pseudogènes 
mutés seraient ainsi retenus de façon préférentielle. 
Le pourcentage de divergence des pseudogènes h Y par rapport aux séquences 
des gènes h Y fonctionnels suit une distribution normale, avec un maximum à 9%. En 
comparaison, la distribution de la divergence pour les séquences Alu présente un 
maximum à 7% (Figure 19A; LANDER et al., 2001). Il a été estimé qu'en absence de 
pression de sélection, chaque nucléotide a un taux de mutation de 1 % à chaque 6, 7 
million d'années (KUMAR et al., 2001). En apparence, cette différence de 
distribution de la divergence suggère que la plupart des pseudogènes h Y seraient 
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Les nucléotides encerclés correspondent aux positions les plus fréquemment mutées 
dans les pseudogènes hY. Les nucléotides dans des boîtes correspondent aux 
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Figure 19 : Conservation et âge des pseudogènes h Y. 
(A) Distribution des pseudogènes selon leur pourcentage de divergence. La 
distribution des pseudo gènes h Y est illustrée par l' histogramme et utilise l'échelle de 
gauche. La distribution des éléments Alu est illustrée par la courbe avec des triangles 
et utilise l' échelle de droite. (B) Arbre phylogénétique de quelques primates et de la 
souris (adapté de GOODMAN et al. , 1998). L' intensité de la couleur de la ligne 
indique grossièrement la période la plus active en apparition de pseudogènes h Y. 
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les pseudo gènes h Y sont presque uniformément mutées, et que ces mutations 
pourraient avoir été présentes au niveau de l'ARN avant l'intégration dans l'ADN, les 
éléments Alu et les pseudogènes h Y pourraient être apparus à la même période. 
Comme la plupart des pseudogènes h Y montrent une divergence de moins de I 5% par 
rapport aux séquences des gènes h Y fonctionnels correspondants, une grande 
proportion des pseudogènes sont apparus il y a moins de I OO millions d'années, soit 
après la radiation des primates et des rongeurs (Figure I 9B). Cette hypothèse est 
confirmée par une recherche de séquences homologues aux ARNs m YI dans le 
génome de la souris en utilisant le programme BLAT. Seulement 24 pseudogènes 
m Y3 et 3 pseudogènes m YI sont identifiés (Tableau 7). De plus, aucun de ces 
pseudogènes n'est présent aux positions génomiques correspondantes chez l'humain. 
Donc, l'apparition des pseudogènes hY est survenue après la divergence des rongeurs 
et des primates. 
Au contraire, l'humain et le chimpanzé, dont la divergence remonte à 6 
millions d'années, devraient avoir la plupart des pseudogènes Y en commun. Les 
séquences des ARNs YI, Y3 et Y4 humains sont identiques à ceux du chimpanzé, 
mais la séquence del' ARN YS présente une insertion d'un nucléotide dans la version 
du chimpanzé. La distribution des pseudogènes Y trouvés chez le chimpanzé à l'aide 
du programme BLAT est presque identique à celle de l'humain, mais le nombre de 
pseudogènes Y trouvés chez le chimpanzé est légèrement inférieur, soit environ 90% 
du nombre trouvé chez l'humain (Tableau 7). Cette différence suggère que de 
nouveaux pseudogènes sont apparus chez l'humain ou ont été perdus chez le 
chimpanzé depuis les derniers 6 millions d'années d'évolution. Alternativement, 
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Humain Chimpanzé Souris 
Y1 1,00 0,89 0,06 
Y3 1,02 0,96 0,01 
Y4 0,60 0,52 NA 
Y5 0,03 0,02 NA 
Tableau 7 : Nombre relatif de pseudogènes Y chez différentes espèces. 
Les nombres sont relatifs au nombre de pseudogènes Yl chez l'humain, selon les 
résultats obtenus avec l'outil BLAT. Il n'y a pas de Y4 et YS chez la souris (NA). 
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certains des pseudogènes manquants chez le chimpanzé pourraient être situés dans des 
régions du génome qui ne sont pas encore complètement assemblées. 
4.9 Localisation génomique des pseudogènes h Y et statistiques 
La position génomique des séquences homologues aux ARNs h Y par rapport 
aux gènes codants pour des protéines a été déterminée (Tableau 8). Parmi les 966 
pseudogènes hY trouvés dans le génome humain, 403 (42%) sont localisés dans des 
gènes codants pour des protéines. Par contre, seulement 3 de ces pseudogènes se 
trouvent dans des exons, plus précisément dans des régions non-traduites. Les trois 
gènes sont ALDH9Al, CCL19 et MPRG (aldéhyde déshydrogénase, petit précurseur 
inductible de la cytokine A 19 et récepteur y membranaire de la progestine ). Aucune 
fonction ou structure commune entre ces gènes n'est apparente actuellement. 
Sachant qu'environ 25% du génome est composé de séquences géniques 
(JASINSKA & KRZYZOSIAK, 2004), on peut calculer la densité des pseudogènes 
h Y situés dans les régions intergéniques et intragéniques. On retrouve 0,53 
pseudogène h Y par 106 bases d' ADN pour les régions intragéniques comparativement 
à 0,24 pseudogène h Y par 106 bases d' ADN pour les régions intergéniques (tableau 
8). Il semble donc y avoir un biais pour la localisation des pseudo gènes h Y dans des 
gènes. 
Il n'y a aucune différence significative entre les pseudogènes h Y situés dans 
les introns et ceux situés dans les régions intergéniques tant au niveau de la 
conservation et de la taille de leur séquence, qu'au niveau des mutations spécifiques. 
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Lorsque leur orientation est comparée à l'orientation des gènes dans lesquels ils se 
trouvent, les pseudo gènes h Y introniques sont presque autant orientés dans le même 
sens (52%) que dans le sens opposé (48%; Tableau 8). Encore une fois, aucune 
différence significative n'est observée entre les pseudogènes hY dans l'orientation 
sens et ceux dans l'orientation antisens. 
Les pseudogènes dérivés des 4 ARNs h Y sont en moyenne près de 90% 
identiques aux gènes fonctionnels correspondants. La taille des pseudo gènes h Y est 
en moyenne environ 10% plus courte que la taille des gènes fonctionnels 
correspondants (Tableau 8). 
Le contenu moyen en GC des pseudogènes hY (42%) est légèrement inférieur 
au contenu moyen des gènes h Y fonctionnels ( 44,5%; Tableau 8). Ce résultat peut 
s'expliquer par le taux relativement élevé de déamination spontanée transformant les 
C en T dans l' ADN. Les régions de 5 kb flanquant les pseudogènes hY montrent un 
contenu en GC moyen de 41 % (Tableau 8), et ce pourcentage ne varie pas 
significativement selon la position intronique ou intergénique des pseudogènes. Ce 
contenu en GC est comparable à celui observé pour les pseudogènes des protéines 
ribosomales (ZHANG et al., 2002), et se situe entre l'environnement riche en GC des 
éléments Alu et l'environnement riche en AT des éléments Ll (LANDER et al., 
2001). 
4.10 Rétrotransposition des ARN h Y par la machinerie Ll 
Une grande proportion des répétitions dispersées retrouvées dans le génome 
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Position des eseudogènes 
lntragénigue0 Pseudogènes/Mb0 Contenu en GC 
lntergéniqued Taille 
Sensb Antisensc Total lntragénique lntergénique Identité relative 
moyenne' mo}'.enne9 
hY1 80 82 162 206 0,21 0,09 87,9% 91,5% 
hY3 103 71 174 268 0,23 0,12 90,6% 90,3% 
hY4 24 38 62 86 0,08 0,04 90,7% 87,2% 
hY5 4 5 3 0,007 0,001 89,4% 86,3% 
Total 211 192 403 563 0,53 0,24 89,6% 88,8% 
Tableau 8 : Statistiques globales des pseudogènes h Y. 
aNombre de pseudogènes h Y situés dans un gène. 
~ombre de pseudogènes h Y situés dans un gène, dans la même orientation que ce gène. 
'Nombre de pseudogènes hY situés dans un gène, dans l'orientation opposée à ce gène. 
dNombre de pseudogènes h Y situés dans une région intergénique. 








fldentité moyenne de la séquence des pseudo gènes h Y comparée aux séquences des gènes h Y correspondants. 
~aille moyenne des pseudogènes h Y divisée par la taille des gènes h Y correspondants. 









humain sont des rétrotransposons ou ont été générées par des rétrotransposons. Tout 
comme les éléments Alu, les ARNs hY ne codent pour aucune protéine, leur 
répartition dans le génome dépendant forcément de l'action de protéines encodées par 
d'autres éléments. Le principal responsable de l'expansion de ces séquences répétées 
dans le génome humain est l'élément Ll. Les signatures caractéristiques d'un 
événement de rétrotransposition par la machinerie Ll consistent en une queue poly(A) 
de taille variable à l'extrémité 3' de l'élément rétrotransposé et des duplications du site 
d'insertion (TSDs) d'environ 15 nucléotides flanquant l'élément. De plus, le TSD à 
l'extrémité 5' débute habituellement par une séquence similaire à TT AAAA, le site 
consensus de clivage de l'endonucléase Ll (Figure 20A; OSTERTAG & 
KAZAZIAN, 2001). 
Le programme RTAnalyser, conçu par Jean-François Lucier, a été utilisé pour 
analyser les séquences des pseudogènes h Y à la recherche de signatures de 
rétrotransposition par Ll. Ce programme identifie d'abord les extrémités 5' et 3' des 
pseudogènes h Y et cherche ensuite pour une queue poly(A) en 3' et des TSDs de part 
et d'autre du pseudogène. Pour évaluer la qualité de ces signatures, un système de 
pointage (RetroScore) a été établi considérant plusieurs paramètres, incluant la taille 
de la queue poly(A) et des TSDs, leur position, l'homologie entre les TSDs, etc (voir 
Matériel et Méthodes). Les pseudogènes obtenant un RetroScore de plus de 40 sont 
considérés comme ayant une haute probabilité d'avoir été générés par 
rétrotransposition. Certaines séquences ont été utilisées comme contrôles négatifs 
afin de confirmer qu'un RetroScore de 40 est spécifique pour l'identification de 
signature Ll. Un fragment intronique du gène Ro60 d'une taille de 120 nt et les 
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séquences de 2 ARNs de transfert (ARNtarg et ARNt1Y5) ont obtenu des pointages 
largement en dessous du seuil de 40, avec l'exception de quelques pseudo gènes 
d' ARNt montrant des signatures de rétrotransposition évidentes et donnant des 
pointages bien supérieurs à 40. De la même façon, les gènes fonctionnels codant pour 
les ARNs hYl, hY3, hY4 et hY5 donnent des pointages de 0, 10, 15 et 22, 
respectivement. 
La figure 20B montre un exemple typique d'un pseudogène hYl avec 
d'excellentes signatures de rétrotransposition. La queue poly(A), d'une taille de 14 nt 
et composée de 79% de A, est située immédiatement en 3' de l'extrémité du 
pseudogène. Les TSDs sont d'une taille de 17 nt avec seulement un mésappariement 
et sont situés immédiatement en 5' du pseudogène (TSD 5') et en 3' de la queue 
poly(A) (TSD 3'). De plus, le site consensus de clivage de l'endonucléase Ll 
(TT AAAA) est correctement positionné, chevauchant le TSD en 5' de 4 nt. Parmi 
tous les pseudogènes h Y identifiés, 63% sont flanqués par de telles signatures de 
rétrotransposition par Ll (Tableau 9). 
L'examen détaillé des séquences des pseudogènes hY obtenant un RetroScore 
sous le seuil de 40 révèle que, dans plusieurs cas, un des TSDs (habituellement le 
TSD 3') a été détruit ou déplacé par l'intégration indépendante d'un élément Alu 
(Figure 20C). Lorsque cet élément Alu est retiré, le TSD qui était scindé en 2 peut 
être à nouveau associé à son homologue intact situé à l'autre extrémité du 
pseudogène. Cette observation suggère que dans ces cas, les pseudogènes h Y étaient 
déjà présents lors de l'insertion de l'élément Alu. L'hypothèse est confirmée dans 
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Figure 20 : Exemples de pseudogènes rétrotransposés. 
Dans tous les exemples, la séquence h Y est en italique, la séquence Alu est en lettres 
minuscules, la queue poly(A) est dans une boîte ouverte et les TSDs sont dans des 
boîtes pleines. Le site consensus de coupure par l' endonucléase Ll (TTAAAA) à 
l' extrémité 5' est indiqué par un trait. (A) Représentation schématique des signatures 
de rétrotransposition par L 1. (B) Pseudo gène h Y 1 typique trouvé sur le chromosome 
12 à la position 59021988 et obtenant un RetroScore de 133 . (C) Pseudogène hY3 
contenant une séquence Alu dans sa portion 3' trouvé sur le chromosome 22 à la 
position 14601960. En ne considérant pas l' élément Alu, le RetroScore est de 21 et 
en éliminant l' élément Alu, le RetroScore est de 115 . (D) Pseudogène hY3 tronqué 
en 5' trouvé à la position 31568914 du chromosome 6 et obtenant un RetroScore de 
102. 
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RetroScore au-dessus du seuil 
Pseudogènes hY Pseudogènes hY-Alu 
hY1 58% 67% 
hY3 64% 69% 
hY4 71% 74% 
hY5 63% 75% 
Total 63% 69% 
Tableau 9 : Pseudogènes h Y montrant des signatures de rétrotransposition par 
Ll. 
Pourcentage de pseudogènes h Y obtenant un RetroScore supérieur au seuil de 40, 
considéré comme étant spécifique pour l'identification de signatures de 
rétrotransposition par Ll. Le RetroScore est calculé par le programme RTAnalyser en 
tenant compte de plusieurs paramètres (voir matériel et méthodes). La dernière 
colonne montre le pourcentage de pseudogènes h Y obtenant un RetroScore supérieur 
au seuil de 40 en considérant l'impact de l'insertion d'éléments Alu (Pseudogènes 
hY-Alu). 
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chimpanzé ne sont pas détruits/déplacés par un élément Alu (Figure 20C). Cette 
fréquence d'insertion d'éléments Alu près des pseudogènes hY peut s'expliquer par le 
fait que le TSD et la queue poly(A) adjacente forment des séquences similaires au site 
consensus de coupure par l'endonucléase Ll. Lorsque l'impact de l'insertion des 
éléments Alu est pris en considération pour l'évaluation du Retro Score, la proportion 
des pseudo gènes h Y montrant des signatures de rétrotransposition par L 1 
convaincantes passe à près de 70% (Tableau 9). Donc, la grande majorité des 
pseudogènes hY pourraient être reconnue comme provenant d'un événement de 
rétrotransposition par la machinerie L 1. 
De plus, jusqu'à 12% des pseudogènes hY sont tronqués à leur extrémité 5' 
d'au moins 10% de leur séquence lorsque comparés aux gènes fonctionnels (Figure 
20D). Comme la grande majorité des éléments Ll trouvés dans le génome humain 
sont tronqués à leur extrémité 5', vraisemblablement à cause d'un arrêt prématuré de 
la transcriptase inverse, cette observation est une autre évidence que les pseudogènes 
h Y ont été générés par la machinerie de rétrotransposition de L 1. La transcriptase 
inverse de Ll, bien que peu processive, a probablement moins de difficulté à 
compléter la transcription inverse d'un ARN hY (85-112 nt) que celle d'un ARN Ll 
(6 kb), ce qui expliquerait que seulement 12% des pseudogènes hY soient tronqués. 
La machinerie de rétrotransposition de L 1 peut également participer à la 
création de pseudogènes chimériques, formés de l'association d'un élément Ll ou Alu 
(3') avec un snARN (5'). La présence de plus de 300 petits ARNs non-codants 
(ARNt, ARNr, snARN, snoARN, micro ARN) a été recherchée à proximité des 
pseudogènes h Y, mais seulement des séquences Alu ont été identifiées. Des éléments 
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Alu se retrouvent à proximité (<300 nt) de plus de la moitié des pseudogènes hY. 
Cependant, une analyse détaillée des séquences révèle que moins de 5% des 
pseudogènes h Y pourraient correspondre à des pseudogènes chimériques 
authentiques. 
4.11 Pseudogènes h Y dupliqués 
Bien que la majorité des pseudogènes hY semblent provenir d'événements de 
rétrotransposition indépendants, environ 5% représentent des duplications de 
segments d'ADN contenant déjà des pseudogènes hY. Ce résultat est obtenu en 
analysant l'alignement des régions adjacentes aux pseudogènes hY. Par exemple, 15 
membres de la famille de gènes PMS2 (Postmeiotic segregation increased 2; 
NICOLAIDES et al., 1995) contiennent un pseudogène h Y3 très similaire dans la 
même région du même intron et dans la même orientation. PMS2 est un membre de 
la machinerie de réparation des mésappariements dans l' ADN (SHIN-DARLAK et 
al., 2005). Vraisemblablement, un événement initial de rétrotransposition d'un ARN 
hY3 est survenu dans l'ancêtre du gène PMS2. Par la suite, la famille de gènes PMS2 
a été créée suite à une succession d'événements de duplication de ce gène ancestral. 
Pendant ce temps, des mutations ponctuelles se sont accumulées dans les pseudogènes 
h Y3 présents chez les membres de la famille PMS2. Les différences de séquence 
entre ces pseudogènes dupliqués peuvent être utilisées pour établir la séquence 
d'apparition de ces gènes dupliqués. La recherche a identifié 15 autres groupes 
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similaires contenant de 2 à 7 pseudogènes h Y, mais ces duplications sont survenues 
dans des régions intergéniques. 
h Y et épissage 
4.12 Modèle d'épissage alternatif hnRNP Al 
Étant donné la répartition préférentielle des pseudogènes h Y dans des introns, 
il est possible que ces séquences aient un impact sur l' épissage. Pour vérifier si la 
présence de séquences introniques correspondant aux ARN s h Y a un effet sur la 
modulation de l' épissage alternatif, 2 modèles bien étudiés dans le laboratoire du Dr 
Benoit Chabot ont été utilisés. Le premier modèle est dérivé du gène codant pour la 
protéine hnRNP A 1. Ce modèle avait été développé pour étudier l' épissage de l 'ARN 
pré-messager du gène hnRNP Al, plus spécifiquement au niveau de la régulation de 
l'épissage de l'exon alternatif 7B. Il est constitué d'une partie des séquences des 
exons 7 et 7B, et de leur site d'épissage 5' respectifs, ainsi que d'un site d'épissage 3' 
dérivé de l'exon L2 de }'adénovirus. Dans ce modèle, 2 sites d'épissage 5' sont en 
compétition avec 1 site d'épis sage 3' (Figure 7). Cette unité d'épis sage alternatif peut 
être transcrite et l' ARN pré-messager épissé en présence d'un extrait nucléaire de 
cellules. Pour vérifier l'influence sur l'épissage de séquences régulatrices 
potentielles, il est possible de positionner ces séquences en aval ou en amont de l'exon 
alternatif 7B et d'observer la modulation du choix du site d'épissage 5'. 
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4.12.1 Les séquences hY3 introniques modulent l'épissage in vitro 
4.12.1.1 Séquences hY3 en aval de l'exon alternatif 
L'épissage de l' ARN pré-messager transcrit à partir de l'unité d'épissage 
altermatif hnRNP Al donne essentiellement 3 produits lorsque analysé par RT-PCR 
(Figure 21A). Comme la réaction d'épissage in vitro n'est pas une réaction 
extrèmement efficace, l' ARN pré-messager n'est jamais complètement épissé. Le 
produit dont la migration dans le gel est la plus lente, qui est le produit de plus grande 
taille, représente l 'ARN pré-messager non-épissé. Le produit de taille intermédiaire 
représente le produit d'épissage résultant de la sélection du site d'épissage 5' de l'exon 
7B et est nommé produit proximal. Le produit ayant la plus petite taille représente le 
produit distal, soit le produit issu de l'utilisation du site d'épissage 5' de l'exon 7. 
L' ARN pré-messager de base, transcrit à partir du plasmide 45, est épissé 
majoritairement au site d'épissage 5' de l'exon 7B. Le site d'épissage 5' proximal est 
ainsi sélectionné dans 79% des cas, tandis que le site d'épissage distal n'est utilisé que 
dans 21 % des cas (Figure 21 ). Par contre, la présence de sites de liaisons de haute 
affinité pour la protéine hnRNP Al de part et d'autre de l'exon alternatif 7B 
(plasmide 36) déplace le choix du site d'épissage 5' proximal vers le site 5' distal. 
Dans ce cas, le site d'épissage 5' proximal n'est plus utilisé que dans 17% des cas. Le 
plasmide 45hY3 a été construit en insérant la séquence d'ADN correspondant à 
l'ARN hY3, au niveau du site de restriction EcoRV, à 30 nucléotides en aval de 
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l'exon alternatif 7B. Dans le cas du plasmide 45hY3i, la séquence hY3 a été 
introduite dans l'orientation opposée à celle du mini-gène hnRNP Al. Lorsqu'on 
positionne une séquence hY3, dans l'orientation opposée, en aval de l'exon 7B, on 
observe un déplacement important du choix du site 5' proximal vers le site 5' distal 
(Figure 21). L'épissage de cet ARN pré-messager se fait maintenant à 39% au site 5' 
proximal, ce qui est un changement significatif comparativement au contrôle 45 
(79%). La présence d'une séquence hY3 positionnée en aval de l'exon alternatif et 
dans la même orientation que le mini-gène modifie également la sélection du site 
d'épissage. Dans ce cas, le produit proximal est obtenu dans une proportion de 58%. 
Lorsque comparée avec le contrôle 45, la différence est limite et peut-être pas 
significative. Donc, dans le cas où une séquence h Y3 est présente en aval de l' exon 
alternatif, on observe une modulation de l'épissage favorisant le site d'épissage 5' 
distal; modulation qui est plus importante lorsque la séquence n'est pas dans la même 
orientation que le mini-gène. 
4.12.1.2 Séquence hY3 en amont de l'exon alternatif 
Le plasmide 45h Y3 .1 a été construit en insérant la séquence d' ADN 
correspondant à l'ARN hY3 à 30 nucléotides en aval de l'exon 7, au niveau du site de 
restriction BamHI. Lorsqu'on positionne une séquence hY3 en amont de l'exon 7B et 
dans la même orientation que le mini-gène (45hY3.1), la sélection du site d'épissage 
est peu modifiée (Figure 22). Dans ce cas, le produit proximal est obtenu dans une 
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pas une différence significative. Pour la construction du plasmide 45h Y3 .1 i, la 
séquence hY3 a été introduite dans l'orientation opposée à celle du mini-gène hnRNP 
Al. Dans ce cas, la présence de la séquence h Y3 déplace de façon importante le 
choix du site 5' proximal vers le site 5' distal (Figure 22). L'épissage de cet ARN pré-
messager se fait maintenant à 20% au site 5' proximal, ce qui constitue un changement 
significatif. Donc, comme observé dans le cas où une séquence h Y3 est présente en 
aval de l'ex on alternatif, la présence de la séquence h Y3 en amont de l'ex on alternatif 
déplace l'épissage de façon plus marquée vers le site d'épissage 5' distal lorsque la 
séquence n'est pas dans la même orientation que le mini-gène. 
4.12.2 Les effets sur l'épissage de la séquence hY3 intronique sont constants d'un 
extrait nucléaire à un autre. 
La modulation de l'épissage alternatif par des séquences hY3 est observée 
dans un système in vitro utilisant un extrait nucléaire de cellules HeLa. Afin de 
s'assurer de la reproductibilité des effets observés, nous avons effectué des 
expériences d'épissage in vitro en utilisant 3 extraits nucléaires de cellules HeLa 
préparés indépendamment. Ces extraits sont issus de la même lignée de cellules, mais 
n'ont pas été préparés au même moment. Dans ces extraits, des variations au niveau 
de la concentration de certains facteurs impliqués dans l' épissage peuvent entraîner 
des différences dans les patrons d'épissage observés in vitro. Ce phénomène a déjà 
été observé dans le laboratoire du Dr Chabot. 
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Dans les 3 extraits nucléaires sélectionnés, l' ARN pré-messager de base, 
transcrit à partir du plasmide 45, est épissé principalement au site d'épissage 5' de 
l'exon alternatif 7B. Le site 5' proximal est ainsi utilisé dans 91, 76 et 87% des cas 
(Figure 23). Les sites de liaisons de haute affinité pour la protéine hnRNP Al de part 
et d'autre de l'exon 7B (plasmide 36) modifient toujours la sélection du site 
d'épissage 5' pour favoriser le site 5' distal. Dans ce cas, le site d'épissage 5' proximal 
n'est plus utilisé que dans 13, 16 et 30% des cas. Comme observé précédemment, la 
présence d'une séquence hY3 en aval de l'exon 7B (45hY3) favorise le site 5' 
proximal dans 75, 43 et 67% des cas, tandis que dans la situation où la séquence h Y3 
est dans l'orientation opposée (45hY3i), le produit proximal est obtenu dans une 
proportion de 56, 20 et 42%. Lorsqu'on compare l'épissage d'un même ARN pré-
messager dans les 3 extraits nucléaires, on observe des différences notables. Par 
exemple, le plasmide 45hY3i donne 56% de produit proximal dans l'extrait NE278, 
comparativement à 20% dans l'extrait NE272. Par contre, peu importe l'extrait 
nucléaire, une séquence hY3 présente en aval de l'exon alternatif 7B module toujours 
l'épissage en favorisant le site d'épissage 5' distal et cette modulation est plus 
importante lorsque la séquence n'est pas dans la même orientation que le mini-gène. 
Les mêmes résultats sont obtenus lorsque la séquence h Y3 est positionnée en amont 
de l'ex on 7B. Donc, les effets sur l' épis sage de la séquence h Y3 intronique sont 
constants d'un extrait nucléaire à un autre. 
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Figure 23 : Effets constants de la séquence h Y3 intronique sur l'épissage avec 
différents extraits nucléaires. 
(A) Réactions d' épissage in vitro analysées par RT-PCR. Les produits issus du PCR 
ont ensuite été analysés sur un gel de polyacrylamide 5%. La piste 1 contient un 
marqueur de poids moléculaire de 1 OO pb. Cette expérience est réalisée avec 3 
extraits nucléaires de cellules HeLa préparés idépendarnment (NE 278, NE 272 et NE 
275). Le plasmide 45 a été utilisé pour les réactions des pistes 2, 6, 10, le plasmide 36 
pour les pistes 3, 7, 11 , le plasmide 45h Y3 i pour les pistes 4, 8, 12 et le plasmide 
45hY3 pour les pistes 5, 9, 13 . 
(B) Comparaison des pourcentages de produit d' épissage proximal. 
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4.12.3 La modulation de l'épissage ne dépend pas d'un facteur trans: épissage 
avec ARN hY3 compétiteur. 
L' épissage alternatif, ainsi que l' épissage constitutif, sont des processus 
cellulaires fort complexes qui impliquent de nombreux facteurs. Les différentes 
étapes de l'épissage font interagir ensemble plusieurs protéines et ARNs. Les 
principaux points de contrôle se situent au niveau de la reconnaissance des sites 
d'épissage. 
Dans le but d'éclaircir le mécanisme par lequel une séquence hY3 dans un 
intron de l'unité d'épissage alternatif hnRNP Al peut moduler l'épissage, des 
réactions d'épis sage in vitro ont été réalisées en présence d' ARN h Y3 compétiteur. 
De cette façon, si la modulation observée dépend de l'action de facteurs trans, c'est-à-
dire de protéines ou d' ARNs interagissant directement avec la séquence h Y3 
intronique, la préincubation de l'extrait nucléaire avec cette même séquence devrait 
diminuer la disponibilité des facteurs et ainsi atténuer l'effet sur l' épissage. 
Utilisant environ 2 fmol d' ARN pré-messager par réaction d'épissage, l'ajout 
de 75, 200 et 1000 fmol de compétiteur correspond à 37.5x, lOOx et 500x la quantité 
d' ARN à épisser. Comme contrôle du système, avant l'ajout del' ARN pré-messager 
transcrit à partir du plasmide 36, une quantité croissante d'oligonucléotide composé 
de plusieurs sites de liaisons pour hnRNP A 1 (TS 10) est préincubé avec le mélange 
d'épissage. Cet oligonucléotide contient 10 copies de la séquence GGGTTA. Dans 
ce cas, l' oligonucléotide, en liant la protéine hnRNP A 1, va amoindrir l'effet des 
séquences de liaison à Al introniques et déplacer la sélection du site d'épissage vers 
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le site 5' proximal. En effet, on observe la proportion d'utilisation du site d'épissage 
5' proximal passer de 27% à 81 % (Figure 24) ou de 6% à 74% (Figure 25). 
Lorsqu'une quantité croissante d'ARN hY3 (Figure 24) ou d'ARN hY3 antisens 
(Figure 25) est ajoutée aux réactions d'épissage de l'ARN pré-messager de base (45), 
on remarque une légère diminution de l'utilisation du site d'épissage 5' proximal. 
Cette diminution ne dépasse toutefois pas 15% et semble déjà être maximale même à 
la plus faible concentration d' ARN compétiteur. Une modulation de cette ampleur ne 
sera donc pas considérée importante, puisqu'elle est obtenue avec le contrôle négatif 
45. 
Des quantités croissantes d' ARN h Y3 ont été ajoutées à la réaction d'épissage 
de l 'ARN pré-messager 45h Y3 afin de vérifier si l' ARN h Y3 peut compétitionner 
pour des facteurs actifs. L'ajout d'ARN hY3 modifie légèrement le choix du site 
d'épissage 5', l'effet maximum étant encore une fois observé à faible concentration 
d' ARN compétiteur. La proportion du produit proximal passe de 51 % à 34%, ce qui 
constitue un changement de 17%. Par contre, cette différence est faible lorsque 
comparée à celle obtenue avec le contrôle de base 45 (15%). De la même façon, 
l'ajout d'ARN hY3 antisens compétiteur à la réaction d'épissage de l'ARN pré-
messager 45hY3i ne modifie que très légèrement le choix du site 5' (32% à 27%). 
Donc, la modulation de l' épissage observée dans le cas où une séquence h Y3 est 
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Figure 24 : Modulation de l' épissage in vitro du mini-gène hnRNP Al avec ARN 
h Y3 compétiteur. 
(A) Réactions d 'épissage in vitro analysées par RT-PCR. Les produits issus du PCR 
sont analysés sur un gel de polyacrylarnide 5%. Les indications en haut de chaque 
panneau indiquent les constructions utilisées (voir Figure 8) ainsi que la nature et les 
variations de quantité des compétiteurs utilisés. Les réactions d ' épissage sont 
effectuées dans un extrait nucléaire de cellules HeLa préincubé pendant 10 min avec 
des quantités croissantes (0, 75 , 200, 1000 fmol) de compétiteur, soit d' ARN h Y3 , ou 
d'oligonucléotide contenant des sites de liaison pour hnRNP Al (TSlO). 
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Figure 25: Modulation de l'épissage in vitro du mini-gène hnRNP Al avec ARN 
h Y3 antisens compétiteur. 
(A) Réactions d'épissage in vitro analysées par RT-PCR. Les produits issus du PCR 
sont analysés sur un gel de polyacrylamide 5%. Les indications en haut de chaque 
piste indiquent les constructions utilisées (voir Figure 8) ainsi que la nature et les 
variations de quantité des compétiteurs utilisés. Les réactions d' épissage sont 
effectuées dans un extrait nucléaire de cellules HeLa préincubé pendant 10 min avec 
des quantités croissantes (0, 75 , 200, 1000 fmol) de compétiteur, soit d' ARN h Y3 
antisens (h Y3 i), ou d' oligonucléotide contenant des sites de liaison pour hnRNP A 1 
(TS 10). (B) Comparaison des pourcentages de produit d' épissage proximal. 
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D'autre part, lorsqu'on ajoute une quantité croissante d' ARN h Y3 à la réaction 
d'épissage de l' ARN pré-messager contenant la séquence dans l'orientation opposée 
(45hY3i), on observe un déplacement important de l'épissage vers le site 5' proximal. 
L'utilisation du site 5' proximal passe de 42% à 65%, ce qui est un effet majeur 
lorsque comparée au contrôle de base ( 45) qui passe de 69% à 55%. De même, 
l'ajout d'une quantité croissante d'ARN hY3 antisens (hY3i) à la réaction d'épissage 
de l'ARN pré-messager contenant la séquence opposée (45hY3) favorise aussi 
grandement le site d'épissage 5' proximal. La proportion de produit proximal passe 
ainsi de 47% à 69% (Figure 25). L'ampleur de ces effets est comparable à celle 
observée lors de l'ajout de compétiteur TS 10 à la réaction d' épissage de l' ARN pré-
messager 36 (28% proximal à 48% proximal). Donc, la modulation de l'épissage par 
une séquence h Y3 positionnée en aval de l' exon 7B est renversée par la présence dans 
le mélange d'épissage d'une séquence complémentaire. 
Les mêmes expériences de compétition ont été réalisées en utilisant les 
plasmides 45h Y3 .1 et 45h Y3 .1 i, dans lesquels une séquence h Y3 est positionnée en 
amont de l'ex on 7B (Figure 26). Dans ces expériences, l'ajout d' ARN h Y3 à la 
réaction d'épissage de l' ARN pré-messager transcrit à partir du plasmide contrôle 45 
déplace encore légèrement l'épissage vers le site d'épissage 5' distal, la sélection du 
site proximal passant de 7 5% à 61 %. Lorsque l' oligonucléotide TS 10 est présent dans 
la réaction d'épissage du plasmide 36, on assiste toujours à un retour de l'épissage 
vers le site 5' proximal, dont l'utilisation passe de 11 % à 36%. L'ajout d' ARN h Y3 à 
la réaction d' épissage de l' ARN pré-messager 45h Y3 .1 ne modifie pratiquement pas 
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Figure 26: Modulation de l'épissage in vitro du mini-gène hnRNP Al avec ARN 
h Y3 ou ARN h Y3 antisens compétiteur. 
(A) Réactions d'épissage in vitro analysées par RT-PCR. Les produits issus du PCR 
sont analysés sur un gel de polyacrylamide 5%. Les indications en haut de chaque 
panneau indiquent les constructions utilisées (voir Figure 8) ainsi que la nature et les 
variations de quantité des compétiteurs utilisés. Les réactions d'épissage sont 
effectuées dans un extrait nucléaire de cellules HeLa préincubé pendant 10 min avec 
des quantités croissantes (0, 200, 1000 fmol) de compétiteur, soit d' ARN h Y3, 
d'ARN hY3 antisens (hY3i) ou d'oligonucléotide contenant des sites de liaison pour 
hnRNP Al (TSIO). (B) Comparaison des pourcentages de produit d'épissage 
proximal. Les indications en bas du graphique indiquent les constructions (voir 
Figure 8) et les compétiteurs utilisées. 
134 
considérant que la présence d'ARN hY3 dans la réaction d'épissage du contrôle 45 
déplace l'épissage vers le site 5' distal de 14%, on peut calculer un déplacement net de 
17% en direction du site 5' proximal. Donc, dans cette situation, il semblerait y avoir 
une légère compétition pour un facteur actif en trans. D'autre part, l'utilisation du 
site d'épissage 5' proximal passe de 24% à 15% lorsqu'une quantité croissante d' ARN 
hY3 antisens est ajoutée à la réaction d'épissage de l'ARN pré-messager 45hY3.li. 
Ce changement est peu important lorsque comparé au changement observé 
précédemment pour le contrôle de base (45) qui passait de 71 % à 57% (Figure 26). 
Donc, dans ce cas, l 'ARN h Y3 antisens ajouté ne compétitionne avec aucun facteur. 
L'ajout d'ARN hY3 à la réaction d'épissage de l'ARN pré-messager contenant 
une séquence h Y3 dans l'orientation opposée déplace légèrement l' épissage vers le 
site d'épissage 5' distal, la proportion d'utilisation du site proximal passant de 24% à 
14%. Cette différence de 10% est faible lorsque comparée à celle obtenue avec le 
contrôle de base 45 (14% ). Finalement, l' épissage de la construction 45h Y3 .1 est 
influencé par l'ajout d'ARN hY3 antisens, de sorte que le pourcentage de produit 
proximal passe de 68% à 35%. Cette variation de 33% est notable lorsque comparée 
au contrôle 45 (14%). Donc, dans ces 2 dernières situations, la modulation de 
l'épissage par une séquence hY3 positionnée en amont de l'exon 7B n'est pas 
amoindrie par la présence dans la réaction d'épissage d'une séquence 
complémentaire. La modulation est même fortement accentuée dans un des cas. 
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4.13 Modèle d'épissage alternatif Bcl-x 
Les séquences hY3 introniques influencent la sélection du site d'épissage 5', 
importante pour l'inclusion ou l'exclusion de l'exon alternatif 7B dans le modèle 
hnRNP Al. Par contre, cette modulation ne semble pas dépendre de l'action d'un 
facteur en trans. Afin de vérifier si la modulation par les séquences h Y3 est 
spécifique au modèle hnRNP Al, ou si elle peut être observée dans d'autres modèles, 
des séquences h Y3 ont été insérées dans un autre modèle d' épissage. Cette nouvelle 
unité d'épissage alternatif est dérivée du gène Bcl-x et est aussi utilisée dans le 
laboratoire du Dr Chabot. 
Ce modèle a été développé pour étudier l'épissage del' ARN pré-messager du 
gène Bcl-x, plus spécifiquement au niveau de la régulation de l'épissage de l'exon 2. 
Il est constitué d'une partie des séquences des exons 2 et 3. L'exon 2 contient 2 sites 
d'épissage 5' en compétition pour un site d'épissage 3'. L'isoforme Bcl-xS est produit 
lorsque le site 5' le plus éloigné du site 3' est utilisé, tandis que !'isoforme Bcl-xL est 
produit lorsque le site 5' le plus près du site 3' est utilisé (Figure 9). L'intron séparant 
les 2 exons, initialement d'une taille de plus de 55 kb, a été amputé jusqu'à une taille 
d'environ 1,4 kb. Pour vérifier l'influence sur l'épissage de séquences hY, il est 
possible de positionner ces séquences dans l'intron et d'observer la modulation du 
choix du site d'épissage 5'. 
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4.13.1 Les séquences hY3 introniques influencent peu l'épissage in vitro du mini-
gène Bcl-x. 
L' ARN pré-messager transcrit à partir de l'unité d'épissage alternatif de base 
(plasmide Bclx), est épissé majoritairement au site d'épissage 5' produisant !'isoforme 
Bcl-xL. Ce site d'épissage 5' est ainsi sélectionné dans 92% des cas, tandis que le site 
d'épissage produisant !'isoforme Bcl-xS n'est utilisé que dans 8% des cas (Figure 27). 
Le plasmide Bclx3. l a été construit en remplaçant le segment BsmBI - BstEII par la 
séquence d' ADN correspondant à l' ARN h Y3 et le plasmide Bclx3 .2 en remplaçant le 
segment BsaBI - BseRI. L'épissage in vitro des ARNs pré-messagers issus de ces 2 
plasmides produit !'isoforme Bcl-xL dans des proportions de 91 % et 89%, ce qui 
constitue une très faible différence par rapport au contrôle de base. L'effet des 
séquences hY3 orientées dans le sens contraire au mini-gène (Bclx3.li et Bclx3.2i) est 
légèrement plus important, avec des proportions de !'isoforme Bcl-xL de 85% et 87%. 
Ces différences sont significatives, mais leur ampleur reste faible. Donc, les 
séquences h Y3 introniques influencent peu l'épissage in vitro du mini-gène Bcl-x. 
4.13.2 Les séquences hY3 introniques influencent peu l'épissage in vivo du mini-
gène Bcl-x 
L'épissage in vitro de l'unité d'épissage alternatif Bcl-x semble peu affecté par 
la présence de séquences h Y3 introniques, peu importe la distance des sites 
d'épissage. Par contre, in vivo, l'épissage de cette unité diffère considérablement. 
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Figure 27 : Épissage in vitro du mini-gène Bcl-x contenant des séquences h Y3 
introniques. 
(A) Réactions d'épissage in vitro analysées par RT-PCR. Les produits issus du PCR 
sont analysés sur un gel de polyacrylamide 4%. Les réactions d'épissage sont 
effectuées en triplicata pour chaque construction testée. Les indications en haut de 
chaque piste indiquent les constructions utilisées (voir Figure 10). La piste identifiée 
NS représente une réaction de RT-PCR effectuée sur un ARN pré-messager transcrit, 
mais non épissé. 
(B) Comparaison des pourcentages de l'isoforme Bcl-xL. Les résultats correspondent 
à la moyenne de 3 réactions. 
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Effectivement, in vivo, cette unité d'épissage alternatif est épissée majoritairement au 
site 5' produisant !'isoforme Bcl-xS (Figure 28). ln vivo, la proportion de Bcl-xL 
diminue à 19% dans les cellules HeLa et à 27% dans les cellules ECR 293. 
Lorsqu'une séquence hY3 est insérée dans l'intron, on observe de légers changements 
dans la sélection du site d'épissage 5'. Par contre, les effets observés sont de faible 
amplitude, comparativement au contrôle de base, peu importe l'orientation des 
séquences ou la distance du site d' épissage 5'. Les différences n'atteignent pas 10%. 
Donc, les séquences hY3 introniques influencent peu l'épissage in vivo du mini-gène 
Bel-X. 
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Figure 28 : Épissage in vivo du mini-gène Bcl-x contenant des séquences h Y3 
introniques. 
(A) Réactions d'épissage in vivo analysées par RT-PCR. Les produits issus du PCR 
ont ensuite été analysés sur un gel de polyacrylamide 4%. Le plasmide Bclx a été 
utilisé pour les réactions d'épissage des pistes 1 et 6, Bclx3.l pour les pistes 2 et 7, 
Bclx3 .1 i pour les pistes 3 et 8, Bclx3 .2 pour les pistes 4 et 9, et Bclx3 .2i pour les 
pistes 5 et 1 O. 
Panneau de gauche: cellules HeLa 
Panneau de droite : cellules ECR 293 
(B) Comparaison des pourcentages del ' isoforrne Bcl-xL produit. 
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5. DISCUSSION 
5.1 Levure et RoBPl 
L'identification des fonctions cellulaires des RNPs Ro pourrait aider à la 
compréhension de la réponse autoimmune dirigée contre ces particules et leurs 
composantes dans certaines maladies du tissu conjonctif. Dans cette optique, les 
travaux du Dr Pascal Bouffard ont permis l'identification et la caractérisation de 
RoBPl, un nouveau partenaire de la RNP Ro. Afin de mieux caractériser cette 
protéine et d'en définir la fonction, Jim Boulanger a tenté d'identifier l'homologue 
fonctionnel de RoBP 1 chez Saccharomyces cerevisiae en créant une souche de levure 
dépendante de l'expression de RoBP 1 humaine. Par test de complémentation dans 
cette souche de levure, deux fragments des chromosomes IV et XI avaient été isolés 
d'une librairie génomique de S. cerevisiae et semblaient pouvoir remplacer RoBPl 
dans la levure dépendante de RoBPl. Sur le chromosome XI, le gène CAF4 avait été 
identifié (Mémoire de maîtrise, Jim Boulanger, 2000, Faculté de Médecine, Université 
de Sherbrooke). 
Avant de poursmvre avec la définition plus précise des homologues 
fonctionnels de RoBPl, la première étape du projet était donc la confirmation des 
données obtenues par Jim Boulanger. La souche de levure dépendante de RoBPl 
utilisée est issue d'un rétrocroisement avec la souche haploïde BY4705 MATa. Les 
colonies de couleur blanche sur gélose YEPD et la croissance sur gélose Y c-Ura 
indiquent la conservation du plasmide pCu4X6/RoBP1 contenant les marqueurs 
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ADE2 et URA3. De plus, l'importance de ce plasmide est confirmée par une 
croissance très rare de cette souche sur gélose 5'FOA, donnant seulement quelques 
micro-colonies. Mais même la souche contrôle BY4704 peut donner à l'occasion 
quelques micro-colonies après 5-7 jours de croissance sur ce milieu. Donc, tout porte 
à croire que la souche dépendante de RoBPl est bel et bien dépendante de RoBPl. 
Par contre, cette souche produit des colonies de diamètre inférieur à celles 
produites par la souche sauvage BY 4 705 sur milieu solide. Ce phénotype peut se 
retrouver chez certaines levures qui ne peuvent utiliser les sucres que par 
fermentation, à cause de défauts de la fonction mitochondriale. C'est le cas pour la 
levure dépendante de RoBPl qui est incapable de croître sur un milieu où la seule 
source de carbone est non-fermentable (YEPG). Ce type de défaut peut provenir de 
larges délétions dans le génome mitochondrial ou même d'une absence totale de 
génome mitochondrial. Dans ces 2 cas, les levures sont désignées p- et p0 , 
respectivement (GOLDRING et al., 1970). Des mutations altérant la fonction de 
certains gènes encodés par le génome nucléaire peuvent également produire des 
levures petites, nommées pe(. De plus, il est à noter que les levures petites, 
incapables de métabolisme aérobie, ne peuvent oxyder le composé responsable de la 
formation du pigment rouge et montrent donc une couleur blanche même en absence 
du marqueur ADE2. Ces mutations proviennent vraisemblablement de la mutagénèse 
à l'EMS effectuée lors de la création de la souche dépendante de RoBPl. 
La souche de levure dépendante de RoBPl initiale crée par Jim Boulanger 
avait déjà cette déficience respiratoire comme le montre son incapacité à croître sur le 
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milieu YEPG. Même les autres spores issues du premier rétrocroisement avec la 
souche BY4705 sauvage ayant conservé la dépendance à RoBPl sont toujours petites. 
Dans le but de récupérer une souche dépendante de RoBPl dont les 
mitochondries sont fonctionnelles, un deuxième rétrocroisement de la levure 
dépendante de RoBPl avec la levure BY4705 sauvage a été effectué. Ce croisement 
avec la souche parentale peut permettre de se débarrasser des mutations indésirables 
amenées lors de la mutagénèse. Toutefois, aucune des spores obtenues après 
microdissection des tétrades n'a à la fois conservé la dépendance à RoBPl et récupéré 
des fonctions mitochondriales normales. Toutes les spores dépendantes de RoBPl 
sont également petites. Il semble donc y avoir un lien entre ces deux phénotypes. Ce 
lien peut être physique ou fonctionnel. Les mutations produisant ces deux phénotypes 
peuvent être présentes dans des gènes situés à une courte distance sur le même 
chromosome. Cette proximité rend plus difficile la séparation de ces deux gènes par 
recombinaison lors de la méiose. D'un autre côté, le ou les homologues fonctionnels 
de RoBPl chez la levure pourraient aussi avoir simplement un rôle au niveau du 
métabolisme aérobie. 
La déficience respiratoire de la souche dépendante de RoBP 1, entraînant la 
production de petites colonies, rend l'interprétation de la croissance sur le milieu 
5'FOA difficile. En effet, la très faible croissance sur ce milieu pourrait être expliquée 
par la déficience respiratoire plutôt que par l'impossibilité pour cette souche de se 
débarrasser du plasmide contenant RoBPl. Une combinaison de ces deux 
explications est également possible. Une levure montrant une dépendance seulement 
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partielle à RoBP 1 combinée avec des fonctions mitochondriales altérées pourrait 
produire le même phénotype de croissance très faible sur milieu 5'FOA. 
Des tests de complémentation ont aussi été effectués afin de préciser 
l'identification des homologues fonctionnels de RoBPl amorcée par Jim Boulanger. 
Les résultats sont ambigus, certains plasmides permettant quelquefois la production de 
micro-colonies. Encore une fois, l'interprétation difficile de la croissance sur le 
milieu 5'FOA empêche une complémentation claire. Même les levures contenant le 
plasmide pGADGH/RoBPl, considéré comme un contrôle positif, ne montrent pas de 
croissance convaincante sur ce milieu. 
Les tests de complémentation préliminaires effectués par Jim Boulanger avec 
la levure dépendante de RoBP 1 initiale suggéraient que des mutations dans 2 gènes 
pouvaient être responsables de la dépendance à RoBP 1. Ces travaux avaient identifié 
CAF4 sur le chromosome XI. En analysant les fonctions confirmées ou hypothétiques 
des gènes du chromosome IV, le gène UBC5 semblait être le meilleur candidat pour le 
deuxième gène. Donc, si ces deux gènes sont responsables de la dépendance à 
RoBP 1, leur délétion individuelle ou combinée devrait être létale pour la levure. 
Lors de la méiose d'une souche diploïde hétérozygote pour la délétion d'un 
gène essentiel il y a production de 2 spores viables et 2 spores non-viables. Cette 
ségrégation est obtenue avec la souche diploïde hétérozygote pour la délétion du gène 
UBC5, ce qui suggère que ce gène est essentiel. Par contre, plusieurs spores peuvent 
croître sur le milieu restrictif Y c-Leu, montrant la présence du marqueur LEU2 et 
l'absence du gène UBC5. Donc UBC5 n'est pas un gène essentiel. La même analyse 
est effectuée avec les résultats obtenus avec le gène CAF4. La viabilité des souches 
144 
contenant les délétions des gènes CAF4 ou UBC5 est aussi vérifiée sur le site internet 
SGD (Saccharomyces Genome Database; www.yeastgenome.org). Par contre, la 
ségrégation 2: 2 (vie:mort) montre quand même la présence d'une mutation létale 
dans ces 2 souches, ce qui est difficilement explicable. Cette mutation pourrait être 
survenue lors de la transformation des fragments de délétion, qui est un procédé 
reconnu comme étant mutagénique. 
Lors de la méiose, la ségrégation des allèles de 2 gènes synthétiquement létaux 
produit 3 spores viables et 1 spore non-viable. Les tétrades obtenues après 
sporulation de la souche diploïde hétérozygote pour la délétion des gènes UBC5 et 
CAF4 montrent une ségrégation 2 : 2. De plus, plusieurs spores peuvent croître sur le 
milieu restrictif Y c-Leu-His, montrant la présence des marqueurs LEU2 et HIS3 et 
donc l'absence des gènes UBC5 et CAF4. Les gènes UBC5 est CAF4 ne sont donc 
pas synthétiquement létaux. 
Un agent mutagène comme l'EMS va produire plusieurs mutations aléatoires 
dans tout le génome et cette accumulation de mutations peut affecter la croissance des 
levures. De plus, des mutations peuvent survenir dans des gènes directement 
impliqués dans la respiration. Donc, il est courant d'obtenir de petites colonies après 
une telle mutagénèse. Pour cette raison, il est de routine d'examiner la posibilité que 
la croissance ralentie provienne d'un défaut respiratoire en vérifiant la croissance sur 
gélose YEPG. Habituellement, lorsqu'on ne recherche pas spécifiquement un gène 
impliqué dans la respiration, ces clones de levure petites sont rejetés. Cette 
vérification n'avait pas été effectuée avec le seul clone positif «dépendant de 
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RoBPl » obtenu. Finalement, plusieurs résultats montrés dans les travaux effectués 
préalablement ont été impossibles à reproduire et sont donc difficilement explicables. 
5.2 Pseudogènes h Y 
L'existence de séquences homologues aux ARNs hY distribuées dans le 
génome humain est connue depuis de nombreuses années, mais leur localisation et 
leur caractérisation n'avaient pas été approfondies jusqu'à tout récemment. La 
recherche de séquences homologues aux gènes codant pour les ARNs hY dans le 
génome humain a identifié près de 1000 pseudo gènes h Y dispersés dans tous les 
chromosomes. Les critères de sélection étant relativement stricts, ce nombre est 
probablement une sous-estimation de la quantité réelle de pseudogènes dérivés des 
ARNs hY. Chacun des 4 ARNs hY a engendré des pseudogènes, bien que la plupart 
soient dérivés des ARNs hYl et hY3. Environ 95% des pseudogènes hY trouvés chez 
l'humain sont également retrouvés chez le chimpanzé aux mêmes positions 
génomiques. Au contraire, le génome de la souris contient uniquement 27 
pseudogènes Y et aucun n'est situé dans des régions conservées par rapport à 
l'humain. Le degré de conservation de la séquence des pseudogènes h Y lorsque 
comparée aux séquences des gènes authentiques correspondants, suggèrent également 
que la plupart des pseudogènes Y sont apparus après la divergence des rongeurs et des 
primates. Cependant, cette explication n'exclut pas complètement la possibilité que la 
quantité inférieure de pseudogènes Y chez la souris résulte d'un taux de mutation plus 
élevé menant à une dégradation plus rapide des séquences rétrotransposées. 
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L'impact physiologique ou pathologique de la présence dans le génome 
humain d'une grande quantité de pseudogènes h Y reste à être étudié. Près de 42% des 
pseudogènes h Y ont été trouvés dans les régions introniques de gènes codant pour des 
protéines. Cette distribution, similaire à celle des éléments Alu, pourrait s'expliquer 
par une sélection positive en faveur d'une fonction. En effet, le rôle des éléments Alu 
introniques dans la génération de sites d'épissage alternatif et leur contribution dans la 
diversité des cellules et tissus est de plus en plus reconnu. Sachant que les ARNs h Y 
sont associés à plusieurs protéines ayant des rôles dans l' épissage alternatif, il est 
possible que certaines de ces séquences introniques homologues aux ARNs hY 
puissent influencer l'épissage alternatif. 
Une analyse attentive de la séquence des pseudogènes et des régions 
adjacentes révèle que la plupart des pseudogènes h Y ne sont pas le résultat 
d'événements de duplication. Au contraire, plusieurs évidences suggèrent que les 
pseudogènes hY ont été générés par la machinerie de rétrotransposition de Ll. Près 
de 70% de ces pseudogènes présentent des signatures claires de rétrotransposition par 
Ll. Le système d'évaluation de ces signatures étant relativement strict, le nombre réel 
de pseudogènes h Y issus d'un événement de rétrotransposition par LI est 
probablement plus élevé. Certains éléments plus anciens, avec des TSDs dégénérés, 
peuvent avoir échappé à l'analyse. De plus, des événements récents observés 
expérimentalement peuvent présenter des TSDs aussi courts que 2 nt 
(DEWANNIEUX et al., 2003). 
Les pseudogènes h Y ont donc vraisemblablement été générés par la 
rétrotransposition directe des ARNs hY par la machinerie LI. Contrairement à ce qui 
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est observé pour certains ARNs U, il y a peu d'évidence montrant l'existence de 
pseudogènes h Y chimériques. La plupart des éléments Alu retrouvés à proximité des 
pseudogènes hY semblent s'être insérés ultérieurement dans la queue poly(A) ou le 
TSD d'un pseudogène h Y existant. Dans de rares cas, la séquence séparant le 
pseudogène hY de l'élément Alu est tellement courte que la possibilité de chimère ne 
peut être écartée. 
L'identification dans le génome humain d'une grande quantité de pseudogènes 
résultant directement de la rétrotransposition des ARN s h Y est intéressante. Le 
nombre de pseudogènes h Y est significativement plus élevé que le nombre de 
pseudogènes dérivés de certains ARNs non-codants 100 à 1000 fois plus abondants 
dans la cellule, comme l'ARNr 5S et l'ARN Ul. De plus, les ARNs hY n'ont pas de 
queue poly(A) à leur extrémité 3', ce qui est reconnu comme étant important pour une 
rétrotransposition efficace par Ll (DEWANNIEUX et al., 2003). Par contre, la 
rétrotransposition par Ll peut se produire même sans queue poly(A), mais à un niveau 
plus réduit (ROY-ENGEL et al., 2002). 
Les RNPs Ro humaines ont des propriétés immunologiques et biochimiques 
distinctes qui sont déterminées par l'ARN hY qu'elles contiennent (BOIRE & 
CRAFT, 1990; GENDRON et al., 2001). L'association des ARN hYl et hY3 avec 
des protéines spécifiques (PTB, hnRNP K) pourrait avoir contribué à l'abondance 
relative des pseudogènes dérivés de ces 2 ARNs. Au contraire, l'ARN hY5 semble 
n'avoir été la source que de quelques pseudogènes. Le fait que l'ARN hY5 soit une 
acquisition récente des primates et qu'il soit le seul associé spécifiquement à la 
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protéine RoBPl peut avoir joué un rôle dans cette faible fréquence d'événements de 
rétrotransposition. 
D'un autre côté, la fréquence élevée de mutations ponctuelles, introduites au 
niveau de l 'ARN ou de l' ADN, à des positions ciblées dans les pseudo gènes h Y 
suggère que l'absence de liaison à des protéines comme Ro60 et La pourrait faire de 
ces ARNs hY mutés de meilleurs substrats pour la rétrotransposition. On ne peut 
cependant pas exclure la possibilité que la présence d'une trop grande quantité de 
pseudogènes h Y fonctionnels soit néfaste pour la cellule. Ces séquences subiraient 
ainsi une pression de sélection négative et seraient éliminées du génome. 
5.3 h Y et épissage 
L'étude de la distribution génomique des pseudogènes des ARNs hY a permis 
d'observer qu'une forte proportion se retrouve dans des séquences géniques, plus 
précisément, dans des introns. Nous avons localisé 23 pseudogènes h Y situés à moins 
de 200 nucléotides d'un site d'épissage 5' ou 3'. Bien qu'il soit plutôt difficile 
d'évaluer avec précision la structure secondaire d'un ARN pré-messager, il est 
probable que les séquences h Y3 présentes puissent adopter la structure en tige-boucle 
des ARN Y. Un repliement semblable à été observé pour quelques pseudogènes en 
utilisant le logiciel de modélisation mfold (MA THEWS et al., 1999; ZUCKER, 2003). 
Ces séquences introniques pourraient influencer l'épissage d'un exon adjacent, 
sachant qu'elles peuvent lier des protéines impliquées dans l'épissage. Afin de 
vérifier cette hypothèse, nous avons examiné l'effet de la présence de séquences 
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correspondant aux ARNs hY à proximité de sites d'épissage sur l'épissage alternatif 
de gènes modèles. 
5.3.1 Modèle d'épissage alternatif hnRNP Al 
Le premier modèle utilisé contient une unité d'épissage alternatif dérivée du 
gène hnRNP Al. L'épissage in vitro de cette unité se fait principalement au site 5' 
proximal. Sachant que dans le génome humain, l'orientation des pseudo gènes h Y par 
rapport aux gènes dans lesquels ils sont situés ne semble montrer aucune préférence, 
la séquence hY3 a été positionnée dans les 2 orientations par rapport au mini-gène 
hnRNP A 1. Premièrement, la séquence d' ADN correspondant à l 'ARN h Y3 a été 
insérée à une distance de 30 nucléotides en aval de l'exon alternatif 7B. L'ajout d'une 
séquence h Y3 à cette position modifie l' épissage in vitro de l 'ARN pré-messager, 
ayant pour résultat une diminution de la proportion d'utilisation du site d'épissage 5' 
proximal. Cet effet semble plus marqué lorsque la séquence h Y3 est dans 
l'orientation contraire au mini-gène. Deuxièmement, la séquence d' ADN 
correspondant à l' ARN h Y3 a aussi été insérée en amont de l'ex on alternatif, à une 
distance de 29 nucléotides en aval du site d'épissage 5' de l'exon 7. La présence 
d'une séquence hY3 à cette position modifie également l'épissage in vitro de l'ARN 
pré-messager de façon à générer une plus grande proportion de produit distal. Cette 
modulation est beaucoup plus prononcée lorsque la séquence h Y3 est dans 
l'orientation inverse au gène (45hY3.li) que lorsqu'elle est dans la même orientation 
(45hY3.1). L'effet de la séquence hY3 inverse se rapproche même de l'effet des sites 
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de liaison pour la protéine hnRNP Al (plasmide 36). Donc, l'effet de la séquence 
hY3 est plus important lorsqu'elle est située en aval de l'exon alternatif, tandis que la 
séquence h Y3 inverse a une influence plus grande lorsque située en amont de l' exon 
alternatif. Dans tous les cas, la présence de séquences h Y3 en amont ou en aval de 
l' exon alternatif, dans la même orientation que le gène ou dans l'orientation opposée, 
favorise l'exclusion de cet exon de l' ARN messager mature. Dans ce contexte, les 
séquences h Y3 pourraient être considérées comme des éléments de régulation 
négative, donc classées dans la catégorie des ISS. 
L'action des séquences introniques régulant l'épissage alternatif se fait souvent 
au niveau de la reconnaissance des sites d'épissage. Dans le modèle d'épissage 
alternatif hnRNP Al, des changements au niveau de la sélection du site d'épissage 5' 
influencent les niveaux d'inclusion ou d'exclusion de l'exon 7B. Des séquences 
régulatrices peuvent favoriser ou inhiber un site d' épissage. Dans le cas où la 
séquence h Y3 est située en aval de l' exon alternatif, le déplacement du choix du site 
d'épissage observé peut être dû à une inhibition du site 5' proximal ou à une activation 
du site 5' distal. La distance de la séquence h Y3 par rapport au site proximal (30 nt) 
étant beaucoup plus petite que la distance au site distal (175 nt), il est plus probable 
que le site 5' proximal soit inhibé. De l'autre côté, la séquence hY3 située en amont 
de l'exon alternatif est à une distance de 29 nucléotides du site 5' distal et à 121 
nucléotides du site 5' proximal. Dans cette situation, l'effet pourrait être dû plutôt à 
une activation du site d'épissage 5' distal. Donc l'effet semble dépendre du contexte 
dans lequel les séquences h Y sont situées. Par contre, cette analyse, basée 
exclusivement sur la proximité des sites d'épissage, ne permet pas d'expliquer le 
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mécanisme par lequel les séquences h Y3 modulent l'épissage de l'unité d'épissage 
alternatif hnRNP Al. 
À première vue, la grande variabilité des résultats d'une expérience à une 
autre, illustrée par des écart-types importants, laisse croire que les effets observés ne 
sont pas significatifs. Par contre, lorsque analysées séparément, ces expériences 
montrent un patron d'épissage cohérent. Dans chaque expérience, le contrôle de base 
45 est toujours la construction obtenant la plus grande proportion de produit proximal, 
suivi des constructions 45hY3 (ou 45hY3.l), 45hY3i (ou 45hY3.li) et 36. Ce sont 
plutôt les nivaux globaux d'épissage qui changent d'une expérience à une autre. Cette 
analyse s'applique pour toutes les expériences d'épissage in vitro avec le modèle 
hnRNP Al effectuées dans cette étude. La variabilité pourrait s'expliquer par des 
erreurs de manipulation, ou par l'état de l'extrait nucléaire utilisé. Un extrait 
nucléaire qui a été dégelé puis regelé plus d'une fois peut avoir perdu l'activité de 
quelques protéines. Dans ce type d'expériences, les patrons d'épissage obtenus sont 
donc globallement reproductibles. 
Afin de confirmer la reproductibilité des résultats, nous avons utilisé 3 
différents extraits nucléaires de cellules HeLa, mais préparés indépendamment. Due à 
l'imprécision de certaines manipulations lors de la préparation des extraits et à l'état 
des cellules au moment de l'extraction, la composition de ces extraits peut varier. Les 
patrons d'épissage in vitro obtenus avec le modèle hnRNP Al dans lequel ont été 
positionnées des séquences h Y3 en aval de l'ex on alternatif sont semblables pour les 3 
extraits nucléaires utilisés: la présence d'une séquence hY3 inverse déplace 
l'épissage vers le site 5' distal de façon plus marquée que la séquence hY3 orientée 
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dans le même sens que le gène. Comme mentionné précédemment dans l'explication 
de la variabilité des résultats d'une expérience à une autre, ce sont plutôt les nivaux 
globaux d'épissage qui varient d'un extrait nucléaire à un autre. Ces résultats sont 
donc reproductibles. Cependant, les processus biologiques, et en particulier 
l'épissage, varient sensiblement d'un type cellulaire à un autre. Pour déterminer si les 
patrons d'épissage observés avec le modèle hnRNP Al dépendent du type cellulaire à 
partir duquel sont préparés les extraits nucléaires, il faudrait répéter les expériences 
avec des extraits nucléaires préparés à partir d'autres lignées cellulaire que la lignée 
He La. 
Dans tous les cas, la séquence hY3 positionnée dans l'orientation inverse à 
celle du mini-gène déplace l'épissage vers le site 5' distal de façon plus importante 
que la séquence h Y3 orientée dans le même sens que le mini-gène. Il n'a pas été 
démontré que la séquence h Y3 inverse pouvait lier les mêmes protéines que l' ARN 
h Y3, ou quelque autre protéine. Par contre, sa structure secondaire, évaluée par le 
logiciel mfold (MATHEWS et al., 1999; ZUCKER, 2003), adopte la forme d'une tige 
boucle quasiment aussi stable que celle de l' ARN h Y3. 
5.3.2 Recherche d'un facteur trans 
Les séquences régulatrices introniques agissent souvent par la liaison de 
facteurs d' épissage. Les protéines ainsi recrutées pourraient interférer avec des 
composantes du spliceosome pour empêcher leur liaison au site d'épissage ou au 
contraire, favoriser leur association au site d'épissage. Afin de déterminer si la 
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modulation de l' épissage par des séquences h Y3 dépend de l'action de facteurs actifs 
en trans, des expériences dans lesquelles l'extrait nucléaire est préincubé avec 
différentes quantités d'ARN hY3 (ou hY3 inverse) ont été réalisées. L'ajout d'ARN 
hY3 compétiteur à la réaction d'épissage du mini-gène hnRNP Al contenant une 
séquence h Y3 en aval de l'ex on alternatif déplace encore légèrement l' épissage vers le 
site 5' distal. D'une part, la compétition de l'ARN hY3 avec l'ARN pré-messager 
pour un facteur actif aurait plutôt favorisé un retour de l'épissage vers le site 5' 
proximal. D'autre part, le même léger effet est observé lorsqu'on ajoute de l' ARN 
hY3 à la réaction d'épissage du mini-gène hnRNP Al contrôle (45). De plus, l'ajout 
d'ARN hY3 inverse dans une réaction d'épissage du mini-gène hnRNP Al contenant 
une séquence h Y3 inverse en aval de l' exon 7B produit sensiblement le même effet. 
Donc, ces expériences de compétition montrent que la modulation de l' épissage par 
une séquence h Y3 (et h Y3 inverse) positionnée en aval de l' exon alternatif ne semble 
pas dépendre de l'action d'un facteur en trans. Par contre, le déplacement 
supplémentaire vers le site 5' distal observé dans ces expériences est difficilement 
explicable et est possiblement non-spécifique. Pour appuyer cette hypothèse, l'ajout 
d'un ARN quelconque à la réaction d'épissage du contrôle 45 produit sensiblement le 
même léger effet que l'ajout d'ARN hY3 compétiteur. 
Les résultats diffèrent un peu avec les expériences de compétition où une 
séquence h Y3 est située en amont de l'exon alternatif, mais des conclusions 
semblables peuvent en être tirées. La modulation la plus importante est obtenue 
lorsqu'une séquence h Y3 dans l'orientation opposée au gène est située en amont de 
l'exon alternatif. L'ajout d' ARN h Y3 antisens à cette réaction d'épissage déplace 
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encore légèrement l'épissage vers le site 5' distal, donc aucune compétition n'est 
observée. Dans le cas où la séquence h Y3 en amont est dans le même sens que le 
gène, la modulation est très faible comparativement au contrôle. L'ajout d' ARN h Y3 
ne modifie pratiquement pas la sélection du site d'épissage 5', mais considérant l'effet 
de cet ARN sur l'épissage du contrôle 45, on peut remarquer une faible compétition. 
Cependant, comme l'effet sur l' épissage de la séquence h Y3 située en amont était 
plutôt faible, et qu'il s'agit du seul cas où on observe un semblant de compétition, on 
conclut que la modulation de l'épissage par des séquences hY3 ne dépend d'aucun 
facteur trans. 
Ces observations laissent plutôt croire à un mode d'action en cis, de nature 
structurale. Il existe quelques évidences de l'implication de structures secondaires 
dans l' ARN pré-messager dans la régulation de l'épissage. De telles structures 
peuvent modifier l'utilisation de sites d'épissage en changeant les distances 
introniques ainsi qu'en masquant des sites d'épissage, le site de branchement ou 
d'autres séquences régulatrices (BURATTI & BARALLE, 2004). L'insertion d'une 
séquence h Y3 dans l' intron pourrait changer la structure de l 'ARN pré-messager de 
façon à modifier l'utilisation des sites d'épissage. Les expériences dans lesquelles 
l'ajout d'une séquence d'ARN complémentaire à la séquence hY3 intronique modifie 
l'épissage de l' ARN pré-messager en favorisant un retour vers le site d'épissage 5' 
proximal pourraient supporter cette hypothèse. En effet, les séquences 
complémentaires, en s'appariant, déstabiliseraient la nouvelle structure del' ARN pré-
messager, ce qui pourrait entraîner un retour de l'épissage vers le site d'épissage 
habituel. Par contre, cette explication n'est pas valable pour les expériences où les 
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séquences hY3 sont positionnées en amont de l'exon alternatif, où la modulation n'est 
pas atténuée par la présence de séquences complémentaires. Dans ce cas, le 
mécanisme d'action pourrait être différent. Donc, l'effet des séquences h Y3 sur 
l' épissage semble être dépendant de leur position par rapport à l' exon modulé. 
5.3.3 Modèle d'épissage alternatif Bcl-x 
La présence de séquences correspondant à l' ARN h Y3 à proximité de sites 
d'épissage semble moduler l'épissage alternatif du mini-gène hnRNP Al. Cette 
modulation ne semble pas dépendre de l'action d'un facteur trans, mais plutôt d'un 
effet structural. Par contre, le mode d'action détaillé reste inconnu. Afin de vérifier 
s'il s'agit d'un mécanisme général ou d'une particularité du système Al, l'influence 
des séquences hY3 sur l'épissage a été investiguée à l'aide d'un autre modèle 
d'épissage alternatif, celui-ci dérivé du gène Bcl-x. D'une part, la grande taille de 
l'intron de ce modèle permet d'insérer des séquences à de plus grandes distances du 
site 5', donc d'éliminer les effets potentiellement non spécifiques reliés à la trop 
grande proximité du site d'épissage et de mieux refléter la réalité génomique 
(seulement 3 séquences hY3 sont situés à moins de 50nt d'un site d'épissage dans le 
génome humain). D'autre part, la stratégie de clonage des séquences h Y3 dans cet 
intron permet de conserver relativement intacte la taille de l'intron, donc d'éliminer 
des effets non spécifiques reliés au changement de taille de l'intron. 
L'épissage in vitro de cette unité se fait majoritairement au site 5' proximal, 
donnant !'isoforme Bcl-xL dans plus de 90% des cas. L'insertion d'une séquence 
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h Y3 dans l' intron ne modifie pratiquement pas cette proportion, qu'elle soit à une 
distance d'environ 100 nt du site d'épissage (Bclx3.l) ou à 400 nt (Bclx3.2). De 
même, la séquence h Y3 inverse positionnée dans l 'intron aux mêmes distances ne 
déplace que très légèrement l'épissage vers le site distal. Ces niveaux de variations 
sont minimes lorsque comparés à ceux obtenus avec le modèle hnRNP Al. Donc, les 
séquences hY3 introniques influencent peu l'épissage in vitro du mini-gène Bcl-x, peu 
importe leur orientation et leur distance par rapport au site d'épissage. 
Toutes les expériences d'épissage réalisées jusqu'à maintenant dans cette 
étude ont été effectuées in vitro dans un extrait nucléaire de cellules HeLa. Une 
certaine modulation de l'épissage par des séquences hY3 a été observée dans le 
modèle hnRNP Al, mais aucune modulation significative n'est observée dans le 
modèle Bcl-x. La composition de l'extrait nucléaire et la réaction d'épissage in vitro 
pourraient ne pas constituer les conditions optimales pour observer la modulation par 
les séquences h Y3. Afin de s'assurer que l'absence d'effet dans ce dernier modèle 
n'est pas uniquement dû au fait que l'épissage est effectué in vitro, des expériences 
d'épissage in vivo ont été effectuées. Les 2 lignées cellulaires utilisées donnent des 
résultats semblables, avec des variations de moins de 10% d'une lignée à l'autre et 
d'une construction à une autre. Encore une fois, ces variations sont faibles 
comparativement à celles obtenues avec le modèle hnRNP Al. Donc, les séquences 
hY3 introniques influencent peu l'épissage in vivo du mini-gène Bcl-x, peu importe 
leur orientation, leur distance par rapport au site d'épissage et la lignée cellulaire 
utilisée. 
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En conclusion, les séquences correspondant aux ARNs hY situées dans des 
introns pourraient moduler l'épissage des exons adjacents, comme démontré dans le 
modèle hnRNP A 1. Les expériences de compétition montrent que cette modulation 
semble se faire plutôt via un réarrangement structural de l'ARN pré-messager. Par 
contre, les résultats obtenus avec le modèle Bcl-x indiquent que la simple présence de 
ces séquences hY3 à proximité d'un site n'est pas suffisante pour en modifier 
significativement l'épissage. Il semble donc qu'un contexte particulier soit 
nécessaire. Donc, parmi les nombreuses séquences h Y3 introniques localisées dans le 
génome humain, seulement quelques-unes pourraient avoir un rôle dans l'épissage. 
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